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Resumen

Borrelia burgdorferi, es la espiroqueta responsable de ocasionar la enfermedad de Lyme
en el hombre y diferentes animales. Objetivo. Detectar anticuerpos tipo IgG especificos
contra Borrelia burgdorferi, en caninos mediante la técnica de inmunofluorescencia y
su correlacién con otros factores asociados a la enfermedad de Lyme. Métodos. Se tomd
sangre para deteccién de IgG contra Borrelia burgdorferi sl; frotis de sangre periférica de
los caninos y hemolinfa de las garrapatas para busqueda de espiroquetas con la coloracién
de Wright y finalmente clasificacién de las garrapatas mediante claves morfométricas.
Resultados. En la prueba seroldgica en promedio el 69.0 % de los caninos muestreados
dieron positivos en las diferentes titulaciones. Se visualizaron estructuras bacterianas de
forma espiral tanto en la sangre periférica de los caninos, como en la hemolinfa de las
garrapatas, el vector encontrado se clasificé como Rbipicephalus sanguineus, hasta ahora no

reportado en la literatura cientifica como portador de Borrelia, ni asociado a la enfermedad.

Palabras claves: Borrelia burgdorferi, enfermedad de Lyme, espiroqueta, eritema, perros,

inmunofluorescencia.
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Abstract

Borrelia burgdorferi, is the spirochete responsible for causing Lyme disease in man and
different animals. Objective. Detect specific IgG type antibodies against Borrelia burg-
dorferi, in canines using the immunofluorescence technique and its correlation with other
factors associated with Lyme disease. Methods. Blood was taken for IgG detection against
Borrelia burgdorferi sl; Peripheral blood smear of the canines and hemolymph of the tic-
ks to search for spirochetes with Wright staining and finally classification of the ticks
using morphometric keys. Results. In the serological test, on average 69.0% of the canines
sampled gave positive results in the different titrations. Bacterial structures were spirally
visualized both in the peripheral blood of the canines and in the hemolymph of the ticks.

The vector found was classified as Rhipicephalus sanguineus, until now not reported in the

scientific literature as a carrier of Borrelia, nor associated with the disease.

Keywords: Borrelia burgdorferi, Lyme disease, spirochete, erythema, dogs,

immunofluorescence.

Introduccion

Las espiroquetas que pertenecen al género
Borrelia, son un grupo de microorganis-
mos cosmopolitas, que incluyen especies
transmitidas por artrépodos hematéfagos
patégenas para ciertos animales vertebra-
dos, incluyendo al humano. Las especies de
Borrelia que presentan mayor interés clini-
co son: “Borrelia burgdorferi, transmitida
por garrapatas duras (Ixodidae) y principal
agente etioldgico de la enfermedad de Lyme
cuyo predominio estd en Norteamérica y
Europa. Lleva el apellido de quien la descu-
brié el senor Willi Burgdorfer en el afo de
1982, y Borrelia recurrentis, responsable de
la fiebre recurrente, transmitida por piojos

(Pediculus humanus) y algunas garrapatas

blandas (Argasidae)” (1). “Las espiroquetas
se clasifican dentro de tres familias filoge-
néticas: Spirochaetaceae, Braquispiraceae
y Lepstospiracea” (2), siguiendo en su ta-
xonomia del orden Spirochaetales y se ca-
racterizan por ser bacterias Gram negativas
que presentan una morfologia helicoidal.
El género Borrelia, posee una longitud que
oscila entre 3 2 20 um y 0.2 um a 0.5 um
de ancho, ademds poseen de 7 a 30 flagelos
peripldsmicos a partir del extremo celular lo
que les confiere una movilidad en forma de
ondas. “Necesitan 4cidos grasos de cadena
larga para su desarrollo y una temperatu-
ra de 28 a 30°C. No producen catalasa, la
principal fuente de carbono y energia para
su desarrollo son los hidratos de carbono, a

partir de los cuales obtienen dcido l4ctico.



Corrales et al. Deteccion de anticuerpos tipo IgG contra Borrelia Burgdorferi, y factores
asociados a la enfermedad de Lyme en poblacion canina, de los municipios

Contiene ornitina como componente ami-
nodcido presente en el peptidoglucano y no
posee tdbulos citoplasmdticos” (3). Entre
los factores de patogenicidad y virulencia
ademds de los pldsmidos, posee las protei-
nas de superficie Osp A y Osp B, y puede
sobrevivir sin hierro el cual sustituye por

manganeso.

Si bien las enfermedades transmitidas por
artropodos han tomado un importante lu-
gar en los estudios de salud publica y medi-
cina interna, no es el caso de la borreliosis,
al igual que otras se considera una enferme-
dad nueva. En América, algunos estudios
han permitido determinar la seroprevalen-
cia asociada al microorganismo en perros y
humanos, y la presencia de los vectores ha
sido un factor de asociacién positiva en la

mayoria de casos (4).

La importancia de la borreliosis de Lyme
radica en que es una enfermedad de tipo
zoondtico, hoy en dia la mayor parte de
la comunidad tiene mascotas y estas son
susceptibles de infectarse por la picadura
de garrapatas. La enfermedad puede traer-
le muchas consecuencias al animal. Clini-
camente la mayoria de caninos pueden no
presentar signos evidentes en fases iniciales
a pesar de tener la infeccién, lo que difi-
culta su abordaje clinico y diagnéstico. En
los animales sintomdticos puede haber fases
con distintos grados de cronicidad, que ge-
neran sintomas como “artritis, cojera, eri-

tema migratorio, fatiga, anorexia, malestar

Honda-Tolima, La Mesa y Chia-Cundinamarca

general, dolor muscular, rigidez en el cuello,
fiebre, bloqueo cardiaco, insuficiencia renal
y cambios neurolégicos como convulsiones,

agresion, y en algunos casos la muerte” (5).

Los caninos como la mayoria de los mami-
feros cuentan con tres sistemas de defensa:
las barreras fisicas, la inmunidad innata y la

inmunidad adaptativa.

La primera barrera de defensa fisica es la
piel, muy eficiente en la proteccién contra
los agentes patégenos. Se requiere una he-
rida, trauma, intervencién quirdrgica o pi-
cadura de un vector tipo artrépodo como
en el caso de la enfermedad de Lyme para
que Borrelia burgdorferi penetre. La segun-
da barrera fisica son las mucosas, en el caso
de la infeccién por esta bacteria, cuando los
caninos presentan una ectoparasitosis seve-
ra, por reflejo tienden a desprenderlas con
la boca en zonas como las patas, el lomo, la
grupa y el muslo, debido a ello los caninos
pueden ingerirlas llegando hasta su sistema
digestivo. Diferentes estudios han llegado a
la conclusién que la enfermedad de Lyme
también se puede presentar de esta manera

en caninos inmunocomprometidos.

Se ha evidenciado que las células del “siste-
ma inmune innato poseen unos receptores
denominados “receptores de reconocimien-
to de patrones” (PRRs), los cuales recono-
cen estructuras concretas en los agentes
patégenos, denominados “patrones mole-

culares asociados a patégenos” (PAMPs).
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La estrategia de reconocimiento microbia-
no se basa en la deteccién de patrones mo-
leculares conservados que son productos
esenciales de la fisiologia microbiana” (6),
los cuales corresponden a lipopolisacari-
dos, peptidoglucanos, dcidos lipoteicoicos,
DNA, RNA vy glucanos que se expresan en
la membrana de los microorganismos paté-
genos y que son esenciales para su supervi-

vencia.

Los PRRs reconocen a los PAMPs por medio
de algunas moléculas como los Receptores
de tipo Toll (TLR) “que se encuentran en la
membrana de células fagociticas, presenta-
doras de antigenos, asesinas naturales, epi-
teliales intestinales y células linfoides, cuya
capacidad es reconocer un numero discreto
de ligandos presentes en bacterias, hongos,
virus y protozoos” (7). Otro “receptor im-
portante en la inmunologia innata son los
receptores tipo NOD (nucleotide-binding
oligomerization) que se caracterizan por ser
intracelulares que detectan productos anti-
microbianos” (8), asi el cuerpo de un animal
puede enfocar sus mecanismos de defensa
innatos en los sitios de invasién microbiana
en el complejo conjunto de reacciones que
llamamos inflamacién que en el caso de la
infeccién por parte de Borrelia burgdorferi,
puede generar dicha reaccién en forma lo-

calizada o en varios sitios del cuerpo.

Inmediatamente se inicia el proceso de fa-
gocitosis, por el que se destruyen y eliminan

los agentes extrafios. Simultdneamente, las

células fagociticas producen sefales qui-
micas (citoquinas, tales como el factor de
necrosis tumoral) y “otros mediadores, que
también inducen inflamacién. La inflama-
cién a su vez, atrae y concentra nuevas cé-
lulas y moléculas en los lugares de invasion,

intentando erradicar la infeccién y reparan-

do los tejidos danados” (9).

La respuesta inmune adaptativa se desarro-
lla mediante dos mecanismos fundamenta-
les: respuesta inmune humoral, donde los
linfocitos B juegan un papel preponderante;
y respuesta inmune celular, donde los linfo-
citos T son las células fundamentales. “La
inmunidad frente a los invasores extracelu-
lares depende sobre todo de los linfocitos B,
que producen los anticuerpos que favorecen

la destruccién microbiana” (10).

En cuanto a animales domésticos, los cani-
nos resultan ser un importante hospedador
para algunas de estas especies de espiroque-
tas, siendo de especial relevancia Borrelia
burgdorferi, transmitida de igual forma por
artréopodos ixddidos, convirtiéndose asi en
una importante zoonosis transmitida por

garrapatas (11).

Borrelia burgdorferi posee un ciclo de vida
bastante complicado, puesto que viaja entre
vectores artrépodos cuya taxonomia se ca-
racteriza por ser de la clase Arachnida, sub-
clase Acari, orden Parasitoformes, suborden
Ixodida, super familia Ixodoidea, familia

Ixodidae y género Ixodes cuyas especies mds
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representativas son: Ixodes scapularis, Ixodes
pacificus, Ixodes dentatus e Ixodes ricinus es-
tas son las principales especies de los vec-
tores en Norteamérica, Europa y Asia; una
de las particularidades mds importantes que
poseen estos vectores es que se desarrollan
en tres periodos de maduracién: larva, nin-
fa, y adultos (macho y hembra) ademds viaja
en hospederos vertebrados desde pequenos
roedores silvestres hasta grandes mamiferos

como ciervos.

Como lo menciona Villamil en su tesis doc-
toral titulada “Epidemiologia de “Borrelia
burgdorferi sL” (enfermedad de Lyme) en un
ecosistema de pinar de montafna supramedi-

terrdneo” (12).

La hembra adulta pone los huevos en la vege-
tacién, tras lo cual muere. Cuando las con-
diciones atmosféricas son buenas, nacen las
larvas que miden menos de 1 mm y poseen
tres pares de patas. Las larvas se alimentan
durante 3-4 dias generalmente en pequefios
animales silvestres, y posteriormente caen
al suelo donde mudan a la fase de ninfa.
Estas son un poco mds grandes (2mm), con
cuatro pares de patas, sin abertura genital y
por lo general se alimentan durante varios
dias de animales silvestres, domésticos y el
hombre. Cuando estdn repletas caen al sue-
lo y mudan a la fase adulto (machos o hem-
bras), que vuelve a picar a un hospedador ya
sean grandes animales o incluso el hombre.
Las garrapatas hembras, tras permanecer 5

a 7 dias alimentdndose y ser fecundadas por

Honda-Tolima, La Mesa y Chia-Cundinamarca

los machos, caen de nuevo a la vegetacién y

comienzan la puesta de huevos.

Esto indica que la espiroqueta debe ser ca-
paz de “adherirse y sobrevivir en el intestino
del artrépodo, penetrar el epitelio de dicho
érgano y atravesar la hemolinfa hasta llegar
a las glindulas salivales y de esta manera
transportarse al flujo sanguineo del hos-
pedero” (13), evitando la reaccién inmune
y disemindndose en los érganos diana; lo
cual logra evadiendo la respuesta inmuni-
taria tanto innata como adaptativa gracias
a varias proteinas de membrana externa y

proteinas adhesivas que posee.

La variedad de reservorios de Borrelia burg-
dorferi es amplia y esto se debe a la gran
distribucién que tiene, en los mamiferos
salvajes, especialmente “roedores pequenos
como el Apodemus leucopus o mis conoci-
do como ratén de patas blancas y el vena-
do Odocoileus virginianus también conoci-
do como venado de cola blanca” (14), son
los reservorios mds competentes en Estados
Unidos, y el ratén Apodemus flavicollis, en

el continente europeo y asidtico.

En todo el mundo se pueden presentar ca-
sos accidentales donde el vector se infecta
de alguno de estos reservorios, y transmi-
te el microorganismo a otras especies como
caninos y humanos lo cual puede ocurrir
por el contacto con la naturaleza (dreas fo-

restales) y animales silvestres.
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La borreliosis o enfermedad de Lyme es de
“distribucién mundial, aunque se describe
practicamente solo en el hemisferio norte y
constituye la enfermedad transmitida por

vectores mas comutn en Estados Unidos de

América, v regiones Euroasidticas” (15). La
>, y reg
distribucién de las especies mds representa-

tivas de Borrelia sensu stricto se explica en la

Tabla 1.

Tabla 1. Diversidad de especies de Borrelia junto con su localizacién y vector.

Localizacién

Borrelia

Vector

Estados Unidos
Borrelia burgdorferi sensu stricto América latina Ixodes sp

Europa

Europa Ixodles ricinus
Borrelia garinii

Asia Ixodles persulcatus

Europa Ixodes ricinus
Borrelia afzelii

Asia Ixodes persulcatus

Oeste de los Estados Unidos Ixodles pacificus

Norte y centro de los Estados Unidos

Ixodles scapularis

Borrelia burgdorferi

Europa

Ixodes ricinus

América Latina

Ixodes sp

Borrelia burgdorferi sensu lato América Latina

Ixodes sp

Fuente: Elaboracién propia.

En América Latina, paises como Brasil y
México han realizado estudios moleculares,
serolégicos y clinicos, un poco mds profun-
dos sobre Borreliosis tanto en caninos como
en humanos, que indican la existencia de
la bacteria en estos paises. La deteccién de

Borrelia burgdorferi “no posee un método

completamente estandarizado y los investi-
gadores usan distintos reactivos, protocolos
y sus propios criterios de validacién” (16).
A nivel mundial se usan pruebas para la de-
teccion del agente (diagndstico directo) o la
respuesta que se ha producido en el hospe-

dero (diagnéstico indirecto).
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Materiales y métodos
Muestra

58 caninos de los municipios de Honda-To-
lima, la Mesay Chia Cundinamarca, lugares
geogrificos con la temperatura y humedad
que permite el ciclo de vida de la garrapa-
ta. Los animales seleccionados presentaban
una alta ectoparasitosis, y se les tomé san-
gre en tubo seco para obtencién de suero y
en tubo con anticoagulante para los FSP, de

igual forma se recolectaron las garrapatas.

Identificacion anticuerpos IgG por la
técnica IFI

Mediante inmunoensayo de fluorescencia
indirecta se realiz6 la deteccién y semi-
cuantificacién de anticuerpos de clase IgG
contra Borrelia burgdorferi sl, con el kit an-
ticuerpos IgG contra Borrelia burgdorferi,
IFI- FULLER laboratorios. El principio de
la Inmunofluorescencia indirecta se basa en
demostrar si en el suero del paciente existen
anticuerpos contra Borrelia burgdorferi, los
cuales se unirdn al antigeno que estd adhe-
rido al portaobjeto, complejo que es detec-
tado mediante la adicién de anti-inmuno-
globulina canina conjugada con fluoroforo.
Finalmente, la reaccién es observada me-

diante microscopio de fluorescencia.

Las ldminas IFA en este kit, contienen espi-
roquetas de Borrelia burgdorferi sensu lato

dentro de una matriz de homogenizado de

Honda-Tolima, La Mesa y Chia-Cundinamarca

saco de yema de huevo lavado con aceto-
na. Los sueros de los caninos y el control se
llevan a dilucién de tamizado en solucién
salina tamponada con fosfato (PBS), 1/256,
1/512, 1/1024 y se incuban para permitir
la reaccién del anticuerpo con las espiro-
quetas, a continuacién, se lavan y se afade
la IgG anti-canina marcada con fluoroforo
(conjugado) para reaccionar con los comple-

jos antigeno-anticuerpo y marcarlos.

La reaccién positiva se ve como espiroque-
tas fluorescentes de color verde manzana
contra un fondo rojo de la matriz del saco

vitelino.

Frotis de sangre periférica de los
caninos

Procedimiento que generalmente se utiliza
para la observacién microscépica de células
sanguineas y microorganismos hemdticos.
El método que se utiliz6 fue el del portaob-
jetos, también conocido como método de

cufa.

Identificacion Taxonomica de
Ectoparasitos

La clasificacién de la garrapata se realizé
mediante el analisis de las caracteristicas
morfométricas y su comparacién con las

guias ilustradas.
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Observacion de espiroquetas en la
hemolinfa de la garrapata

Mediante puncién con el estilete o aguja fina
de diseccién en el artrépodo hembra pleto-
rizada, se obtuvo la hemolinfa con el fin
de realizar un frotis periférico para realizar
la observacién de espiroquetas. El procedi-
miento consistié en inmovilizar el artrépodo
con unas pinzas, realizar una puncién con el
estilete en la cuticula suave debajo del escudo
dorsal en la parte distal, recolectar la hemo-
linfa, realizar el frotis, colorear con Wright y

observar al microscopio.

Resultados

Descripcion de la poblacion de
caninos

Los caninos muestreados cumplieron con los
siguientes criterios de inclusién: presentar
signos clinicos como decaimiento o fiebre
en los ultimos dos meses, exposicién a ar-
trépodos (garrapatas) o ectoparasitosis, que
vivieran o hubieran estado en lugares donde
la temperatura superard los 24 °C, que el es-
quema de vacunacién estuviera incompleto y
que preferiblemente presentara eritema mi-
grans. Las fotografias 1, 2 y 3, muestran los

caninos con ectoparasitosis.

Figura 1. Parte trasera de la pierna de un canino con ectoparasitosis.

Fuente: Autores.
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Figura 2. Ectoparasitosis de un canino entre los dedos de la garra.

Fuente: Autores.

Figura 3. Canal auditivo de un canino obstruido por garrapatas.

Fuente: Autores.
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Resultado de las pruebas de
inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Honda — Tolima

Inmunofluorescencia Indirecta IFI
Honda-Tolima (n = 12)

Negativo
34%

Positivo
66%

m Positivo = Negativo

Figura 4. Resultado de Positividad de Inmunofluorescencia
indirecta en Honda- Tolima.

Figura 5. Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi
en canino de Honda-Tolima /Quijano, Ramirez.

Titulacion de anticuerpos en caninos de
Honda- Tolima

100% 87%
80%
60%

40%
12%

20%
- ° °
awllV awlV

0%

% de titulos de anticuerpos

Positivo en 1/256 Positivo en 1/512  Positivo en 1/1024 Negativo

Titulos de anticuerpos

Figura 6. Resultados de la Titulacién IFI en Honda- Tolima.
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La Mesa- Cundinamarca

Inmunofluorescencia Indirecta IFI
La Mesa- Cundinamarca (n = 28)

Positivo

Negativo 46%

54%

m Positivo = Negativo

Figura 7. Resultado de Positividad de Inmunofluorescencia
indirecta en La Mesa- Cundinamarca.

Figura 8. Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi
en canino de la Mesa Cundinamarca /Quijano, Ramirez.

Titulacién de anticuerpos en
La Mesa- Cundinamarca

38%
40%

35

xX

31% 31%

N W
u O
NS

20%
15%
10%

% de titulos de anticuerpos

5

X

awlV

0%
Positivo en 1/256 Positivo en 1/512 Positivo en Negativo
1/1024

Titulos de anticuerpos

Figura 9. Resultados de la Titulacién IFI en la Mesa- Cundinamarca.
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Chia — Cundinamarca

Inmunofluorescencia Indirecta IFI
Chia-Cundinamarca (n = 18)

Negativo
6% ‘

Positivo
94%

m Positivo = Negativo

Figura 10. Resultado de Positividad de Inmunofluorescencia
indirecta en Chia-Cundinamarca.

Figura 11. Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi
en canino de Chia-Cundinamarca /Quijano, Ramirez.

Titulacion de anticuerpos en Chia-Cundinamarca

" 59%
8 60%

3 50% 35%

= 40%

& 30%

3 20% '

8 10%

2 0%

p Positivo en Positivo en
'.\? 1/256 1/512

6%
- °
awlV
Positivo en Negativo
1/1024

Titulos de anticuerpos

Figura 12. Resultado de Titulacién IFI en Chfa-Cundinamarca.

En la figura 13, se muestra que 40 cani-
nos corresponden al 69% del total de la
poblacién muestreada (n=58) dieron posi-

tivas para la prueba de IFI contra Borrelia

burgdorferi, confirmando que los caninos
presentan anticuerpos IgG, frente a la espi-

roqueta.
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Resultados de la Técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta IFI

m POSITIVO
B NEGATIVO

Figura 13. Resultado de IFI en poblacién total de los tres
municipios muestreados en porcentaje.

En la siguiente grifica se observa que en la  de muestras correspondieron a la dilucién

prueba inmunoserolégica, el mayor nimero  1/256.

Titulacién de anticuerpos en los tres municipios

38%
S 4o% 34%
2
2 30% 19%
[=
§ 20% 9%
g 10% "
2 o%
g Positivo en 1/256  Positivo en 1/512 Positivo en Negativo
° 1/1024

Titulos de anticuerpos

Figura 14. Resultado de IFI de las diluciones realizadas.
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Resultado de la busqueda de
espiroquetas en los FSP de los caninos

Figura 15. Espiroqueta en extendido de sangre periférico de
canino muestreado en Honda-Tolima/Quijano, Ramirez.

Figura 16. Espiroqueta en extendido de sangre periférico de canino
muestreado en la Mesa- Cundinamarca/Quijano, Ramirez.




Porcentaje de Positividad

60%

40%

20%

0%

Figura 17. Espiroqueta en extendido de sangre periférico de
canino muestreado en Chia-Cundinamarca/Quijano, Ramirez.

Porcentajes de positividad de espiroquetas en FSP de los caninos
de los tres municipios
57%

43%

Positivo Negativo
Resultado de positividad

Figura 18. Porcentajes de positividad de FSP de los tres municipios.
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Resultado de la clasificacion
entomologica de las garrapatas

Para la clasificacién de los artrépodos se
utilizaron diferentes claves de identifica-
cién ilustradas del libro “Ticks of domestic
animals in Africa: a guide to identification
of species” las cuales permitieron la iden-
tificacién de las garrapatas. Los resultados

fueron los siguientes:

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Clase: Arachnida
Subclase: Acari
Superorden: Parasitiformes
Orden: Ixddida

Familia: Ixodidae

Género: Rhipicephalus

Especie: R. sanguineus

Nota. 1: Festones, 2: Capitulo hexagonal,
3: Escudo dorsal incompleto.

Figura 19. Garrapata Rhipicephalus sanguineus (Hem-
bra) /Quijano, Ramirez.

Nota. 4: Ano, 5: Orificio genital.

Figura 20. Garrapata Rhipicephalus sanguineus (Hembra pleto-
rizada) /Quijano, Ramirez.




Corrales et al. Deteccion de anticuerpos tipo IgG contra Borrelia Burgdorferi, y factores
asociados a la enfermedad de Lyme en poblacion canina, de los municipios
Honda-Tolima, La Mesa y Chia-Cundinamarca

Nota. 1: Festones, 2: Capitulo hexagonal, 3: Escudo dorsal completo.

Figura 21. Garrapata Rhipicephalus sanguineus (Macho) /Quijano, Ramirez.

Nota. 3: Escudo dorsal completo, 4: Ano, 5: Orificio genital, 6: Surco genital, 7: Placas ventrales.
Figura 22. Garrapatas Rhipicephalus sanguineus (Macho) /Quijano, Ramirez.
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La garrapata canina marrén, garrapata de

perro o garrapata café del perro (Rhipi-
cephalus sanguineus) es un artrépodo ecto-
pardsito hematéfago de la familia Ixodidae,
que ataca con frecuencia los perros, aunque
también puede parasitar a otros animales
domésticos, salvajes e incluso ocasional-
mente al humano. Su tamafo es variable,
las hembras son generalmente mds grandes
que los machos (dimorfismo sexual), tam-
bién influye el que se estén o no alimen-
tando, es asi que, si una garrapata adulta
hembra se encuentra en ayuno, su cuerpo
medird cerca de tres milimetros de largo,

pero cuando se alimenta esta misma hembra

puede llegar a medir cerca de 12 milimetros

(incluso 30mm) de largo. Su coloracién es
marrdn rojizo, las hembras tienen el cuerpo
mds oscuro, especialmente en la cara fron-
tal del carapacho. Los cuatro pares de patas
son de color marrén. Las ninfas miden cer-
ca de un milimetro de largo, mientras que

las larvas miden 0.5 milimetros.

Resultado de extendido de hemolinfa
de las garrapatas

En las siguras 23 a, b y ¢, se observan las
espiroquetas en los extendidos de hemolinfa
de las garrapatas que parasitaban los cani-

nos muestreados con la tincién de Wright.

Figura 23. Espiroquetas en extendido de hemolinfa de garrapata /Quijano, Ramirez.

Discusion

Al revisar la literatura relacionada con estu-
dios sobre Borrelia burgdorferi, en poblacién
canina en nuestro pafs, no se encontré in-
formacién existente, por lo cual este trabajo

busca contribuir con nuevo conocimiento

al evidenciar la presencia de esta bacteria en

diferentes territorios del pais.

Para la deteccién de anticuerpos de tipo
IgG contra Borrelia burgdorferi, se utilizé la
metodologia de Inmunofluorescencia Indi-

recta. En este caso el anticuerpo a detectar
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es una inmunoglobulina IgG y el antigeno
son las cepas bacterianas B31 y 297 de Bo-
rrelia burgdorferi. Esta técnica posee ciertas
limitaciones para la deteccién del microor-
ganismo, debido a que esta bacteria tiene
diversidad antigénica en un porcentaje muy
elevado, lo que contribuye a que el sistema
inmunolégico genere anticuerpos especifi-

COs contra ciertos Cpl,tOPCS.

Los anticuerpos de tipo IgG, comienzan a
aumentar lentamente luego de semanas o
meses de iniciada la infeccién, lo que limita

el diagnéstico temprano.

La interpretacién y la lectura de la inmuno-
reactividad depende de la concentracién de
anticuerpos que posea el canino, como dice
Aguero-Rosenfeld (17), si el canino presenta
una concentracién alta de anticuerpos con-
tra el microorganismo al realizar la prueba,
la inmunofluorescencia serd alta, pues esta
técnica es directamente proporcional, pero
si la concentracién es muy baja o se encuen-
tra en el periodo inicial de la infeccién la

inmunofluorescencia serd baja o nula.

Con la técnica de inmunofluorescencia in-
directa para anticuerpos tipo IgG se obtu-
vieron resultados positivos en el 65% del
total de la poblacién (58 canes), discrimi-
nados asi: en el municipio de Honda, To-
lima (n= 12 ) 66.6% de positividad, en La
Mesa, Cundinamarca (n= 28) 46.1% y en el
municipio de Chia, Cundinamarca (n= 18)

94,4%. Estos porcentajes indican que los

Honda-Tolima, La Mesa y Chia-Cundinamarca

caninos de los tres municipios estudiados
estdn siendo afectados por el microorganis-
mo Borrelia burgdorferi y que probablemen-

te padecen la enfermedad de Lyme.

Borrelia burgdorferi posee una capacidad
extraordinaria para generar adaptaciones a
diferentes condiciones ambientales y a di-
versos vectores, este fendmeno se debe a la
transiciéon de los diferentes entornos del ci-
clo enzoédtico que requiere no solo la “re-
gulacién diferencial de los genes, sino que
probablemente haya llevado a adaptaciones
moleculares reflejadas en su curiosa arqui-
tectura genémica” (18), pues Borrelia burg-
dorferi, tiene uno de los genomas bacteria-
nos mds complejos, debido a que “consiste
en un cromosoma lineal de 50950 kb y un
complemento variable de pldsmidos circula-
res (cps) y pldsmidos lineales (Ips) que varian
en tamafo de 9 a 62 kb”(19). La mayoria de
los genes que codifican las lipoproteinas ex-
presadas en la membrana externa, presumi-
blemente mediado por la transicién que se
emplea en el ciclo enzodtico se localizan en
los pldsmidos, pues “algunos pldsmidos cir-
culares y lineales son esenciales para el ciclo
enzodtico pero no para la propagacién in vi-
tro, como 1p28-1, 1p25 y algunos miembros
de la familia cp32, al menos algunos cp32s
son profagos que pueden ser transducidos”
(20), en particular, “cp26 es el dnico plds-
mido de una sola copia que se conoce que es
esencial para el crecimiento in vitro: trans-
porta resT, que codifica la resolucién del

telémero necesaria para replicar moléculas
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lineales y también transporta ospC” (21),
que se requiere para la “transmisién de la
garrapata a los vertebrados y su infectivi-
dad” (22), otorgdndole a este microorganis-

mo una patogenia de amplio espectro.

Borrelia burgdorferi, posiblemente ha de-
sarrollado una adaptabilidad tan grande a
diversos entornos, gracias a la transferencia
horizontal de genes o HGT (por sus siglas
en inglés) este mecanismo consiste en ad-
quirir genes de otras bacterias mediante
diferentes estrategias que llevan a ampliar
el cédigo genético, esta puede ser una de
las razones por las cuales esta bacteria tie-
ne un genoma tan grande y compuesto por
secciones de pldsmidos con un porcenta-
je tan elevado. Ademds del mecanismo de
transferencia horizontal de genes (HGT),
conlleva “la variacién genética que se ge-
nera efectivamente durante la infeccién de
los mamiferos por un sistema de recom-
binacién intrigante en el locus vIsE” (23).
Este locus le confiere una caracteristica
elemental a Borrelia burgdorferi relaciona-
da con la posibilidad de evadir la respuesta
inmune adaptativa para persistir en el hués-
ped vertebrado, pues la mezcla de los “epito-
pes antigénicos expuestos de una proteina de
superficie importante durante la infeccién del
huésped es una estrategia utilizada por mu-
chas otras bacterias patégenas persistentes,
incluidas Campylobacter jejuni, Neisseria
gonorrhoeae, Treponema pallidum y Borrelia
hermsii como mecanismo de evasién. Sin

embargo, los mecanismos moleculares em-

pleados por B. burgdorferi para generar di-
versidad antigénica son inusuales” (24). En
1997, se hizo un aporte al conocimiento
sobre Borrelia burgdorferi en el que “des-
cubrieron el sistema vls (secuencia variable
similar a la proteina principal) que crea epi-
topos muy diversos de la membrana externa
de la lipoproteina VISE durante la infeccién

de los mamiferos” (25).

Es asi como en una infeccién persistente los
organismos patdgenos requieren estrategias
efectivas para defenderse de la respuesta in-
mune del huésped. Una estrategia comin es
la variacién continua de los epitopos de su-
perficie a través de la mezcla recombinante
de informacién genética.” Borrelia burgdor-
feri, codifica una lipoproteina unida a la su-
perficie, VIsE; esta proteina estd codificada
por el locus vIsE transportado en el extre-
mo derecho del pldsmido lineal 1p28-1” (20).
Gracias a todos estos mecanismos que posee,
tiene la capacidad de adaptarse a diferentes
pisos térmicos y de cambiar de vector, pues
la literatura cientifica afirma que el microor-
ganismo es transmitido por el género de ar-
tropodos Ixodes, pero mediante este estudio
se demuestra que en los municipios de Hon-
da-Tolima, La Mesa y Chia Cundinamarca,
se describe como vector de Borrelia burgdor-
feri a Rhipicephalus sanguineus. Esta informa-
cién obtenida brinda un aporte importante a
la ciencia, ya que los resultados indican que
el microorganismo ha cambiado de vector y
se informa por primera vez en la literatura

cientifica, mediante este estudio.
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Al indagar sobre el género Borrelia, se en-
contré que algunos autores afirman que
este género posee una caracteristica clinica
muy particular, que le permite ocasionar
picos febriles inconsistentes con intervalos
de dias o hasta semanas. La explicacién a
esta sintomatologia se debe a que cuando el
microorganismo viaja por el torrente san-
guineo, el sistema inmunoldgico genera una
respuesta que no es efectiva. Al respecto
Sotelo Cruz y Valencia Mayora, afirman
que “un método simple y efectivo para la
observacién de espiroquetas es que duran-
te el periodo febril se realice en el humano
infectado un frotis delgado de sangre o uno
periférico de gota gruesa y se tifia con colo-
rantes Wright, Giemsa o naranja de acridi-
na, también se puede utilizar la técnica de
observacién bajo un microscopio de campo
oscuro para la identificacién de dichos mi-
croorganismos” (27). De acuerdo con lo an-
teriormente expuesto se realizé la busqueda
de las espiroquetas en el frotis de sangre pe-
riférica de los caninos, obteniendo resulta-
dos positivos con la limitacién de no poder
realizar el extendido de sangre periférica en

los momentos de pico febril.

Al observar espiroquetas en algunas mues-
tras, y correlacionarlas con el resultado ob-
tenido en las pruebas de inmunofluores-
cencia indirecta se infiere que los caninos
estaban infectados, y que las espiroquetas
observadas en el extendido viajan por el
torrente sanguineo del animal hasta conse-

guir su respectivo tropismo.

Honda-Tolima, La Mesa y Chia-Cundinamarca

Al realizar la correlacién, se encontrd que
los caninos que posefan la espiroqueta en su
sangre presentaron titulos de inmunofluo-
rescencia en 1/256 y en 1/512, lo cual se ex-
plica desde dos factores: el primero cuando
Borrelia burgdorferi estd en el torrente san-
guineo el sistema inmunoldgico estd com-
batiendo al microorganismo y generando
mayor concentracién de anticuerpos como
respuesta celular y humoral. El segundo
factor se relaciona con el grado de ectopa-
rasitosis del canino, lo cual estd relacionado

con una mayor concentracién bacteriana.

Borrelia burgdorferi produce diversos signos
clinicos como dice la médica zootecnista
Blanca Boria, todos estos signos “son sisté-
micos como la anorexia, fiebre, depresion,
cojera y dolor articular. Puede haber efu-
sién abdominal y linfadenopatia con menos
frecuencia. También hay dolor generalizado
en musculo y articulaciones y adinamia. Es
frecuente la cojera crénica intermitente y
afectando alternativamente diversas extre-
midades sin mds signos clinicos. En un por-
centaje bajo de casos se presenta enfermedad
cardiaca, neuroldgica y renal por glomeru-
lonefritis” (28). Este microorganismo tiene
la capacidad de afectar diversos érganos en
el canino, lo cual le da un amplio espec-
tro de signos y sintomas a nivel fisioldgico
y anatémico, caracteristica que se relaciona
con los tropismos. Como consecuencia de lo
anterior los caninos infectados por Borrelia
burgdorferi tienen un prondstico reservado

dado que las afecciones son multisistémicas
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y su estado y evolucién se relacionan con el
estado inmunolégico y la carga bacteriana

pI‘CSCIltC.

Gonzalo Osorio, en el articulo “Search for
the spirochete Borrelia burgdorferi senso
lato by polymerase chain reaction in Chi-
lean ticks” (29), describe el procedimiento
para detectar la espiroqueta en la garrapata
por PCR. Osorio junto con otros cientificos
mencionan que el microorganismo posee la
capacidad de viajar dentro del cuerpo del
artropodo. Para confirmar la presencia de la
espiroqueta en las garrapatas se realizaron
frotis de hemolinfa periférica de las hem-
bras pletorizadas, se siguié el protocolo de
un extendido y se coloreé con Wright. Con
este procedimiento se encontraron espiro-
quetas en la hemolinfa del artrépodo indi-
cando que la espiroqueta realiza un gran ca-
mino hasta generar una infeccién pues los
mecanismos que tiene el microorganismo le

dan una asombrosa habilidad adaptativa.

Esta investigacién genera un aporte a la co-
munidad cientifica colombiana a nivel de la
salud publica, el campo veterinario y huma-
no, ya que se establecié que Borrelia burg-
dorferi, estd generando infecciones en ca-
ninos produciendo la enfermedad de Lyme
en sus diferentes ciclos; que se adapté a un

nuevo vector y a diferentes pisos térmicos.

En el campo veterinario se hace un llamado
a considerar esta infeccién como frecuen-

te en la poblacién canina y a realizar prue-

bas de laboratorio como apoyo diagnéstico
cuando se encuentre la ectoparasitosis y los
diversos signos especificos como el eritema
migrans. Adicionalmente, es posible que
este microorganismo con el tiempo gene-
re infecciones de tipo zoondtico y enzoé-
tico, por lo tanto, si no se toman medidas
puede convertirse en un problema de salud
puablica. Con los resultados encontrados en
este estudio se abre camino para continuar
evaluando la infeccién en caninos de otras
regiones del pais, asi como en otras especies
de animales susceptibles de ser parasitadas
por garrapatas. De igual forma es recomen-
dable probar otras técnicas de diagnéstico
de fdcil acceso para los laboratorios y para

los pacientes.

Teniendo en cuenta lo anteriormente ex-
puesto se presenta el siguiente esquema que

resume el circulo confirmatorio.
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Figura 24. Circulo confirmatorio para enfermedad de Lyme en caninos.
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Excursiones de glucosa en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 tratados con vildagliptina mas metformina Galvus
Met®, versus glimepirida mas metformina -GLOBE-:
Ensayo clinico aleatorizado

Glucose excursions in patients with type 2 diabetes mellitus treated
with vildagliptin plus metformin Galvus Met®, versus glimepiride plus
metformin -GLOBE-: Randomized clinical trial.

Julian Coronel Arroyo!

Resumen

Objetivos. La hemoglobina glicada podria sub-representar las fluctuaciones diarias de la
glucemia. Se han propuesto multiples técnicas para estudiar la variabilidad glucémica con el
fin de conocer més claramente el control metabdlico de la enfermedad. El objetivo de este
estudio es comparar la variabilidad glucémica medida por MAGE y CONGA en el grupo
de intervencién y control; Ademds, comparar los resultados de variabilidad glucémica
obtenidos antes y 12 semanas después del inicio del tratamiento en ambos grupos. Métodos.
Ensayo clinico aleatorizado, multicéntrico, de etiqueta abierta, fase IV. Cuarenta sujetos
aleatorizados para recibir vildagliptina mds metforminal o glimepirida mds metformina
por un periodo de 12 semanas. Se realizaron monitoreos continuos de glicemia antes
y después del periodo de tratamiento utilizando dispositivos iPro2. Se compararon los
resultados de variabilidad glucémica medida por MAGE, CONGA y DET. Se comparé el
perfil de seguridad y tolerabilidad de las intervenciones. Resultados. El uso de GalvusMet®
o glimepirida mds metformina por 12 semanas en pacientes diabéticos con mal control
glucémico se asocidé con una reduccién estadisticamente significativa de la variabilidad
glucémica (Valor p Wilcoxon <0,005) y de la HbAlc (Valor p Wilcoxon <0,005) en ambos

grupos; sin embargo, no se encontré evidencia suficiente para determinar la superioridad
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de ninguno de los tratamientos. No se detectaron diferencias en el perfil de seguridad ni
tolerabilidad de los medicamentos. Conclusiones. Los resultados del estudio sugieren que
los esquemas de tratamiento evaluados son equivalentes. Se requieren estudios adicionales

para determinar la importancia clinica de los resultados.
Palabras claves: diabetes mellitus, hipoglucemia, vildagliptina, metformina.
Abstract

Objectives. Glycosylated hemoglobin could under-represent daily fluctuations in blood
glucose. Multiple techniques have been proposed to study glycemic variability in order to
better understand the metabolic control of the disease. The objective of this study is to
compare the glycemic variability measured by MAGE and CONGA in the intervention and
control group; In addition, compare the glycemic variability results obtained before and 12
weeks after the start of treatment in both groups. Methods. Phase IV, randomized, multi-
center, open-label clinical trial.Forty subjects were randomized to receive vildagliptine plus
metforminl or glimepiride plus metformin for a period of 12 weeks. Continuous blood glu-
cose monitoring was performed before and after the treatment period using iPro2 devices.
The results of glycemic variability measured by MAGE, CONGA and DET were compa-
red. The safety and tolerability profile of the interventions was compared. Results. The use
of GalvusMet® or glimepiride plus metformin for 12 weeks in diabetic patients with poor
glycemic control was associated with a statistically significant reduction in glycemic varia-
bility (Wilcoxon p-value <0.005) and HbAlc (Wilcoxon p-value <0.005) in both groups;
however, insufficient evidence was found to determine the superiority of the treatments.
No differences were detected in the safety or tolerability profile of the drugs. Conclusions.
The results of the study suggest that the evaluated treatment regimens are equivalent. Ad-

ditional studies are required to determine the clinical significance of the results.

Keywords: diabetes mellitus, hypoglycemia, vildagliptin, metformin.
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Introduccion

La Diabetes Mellitus (DM) se ha convertido
en una enfermedad endémica de alcance glo-
bal, siendo actualmente un importante pro-
blema de salud publica. Se estima que la pre-
valencia de la enfermedad en Latinoamérica
en la poblacién adulta estd entre 6 y 8% (1),
mientras que a nivel mundial llegard a ser del
4.4% en el ano 2030 (2). La DM es una de
las principales causas de insuficiencia renal
crénica, ceguera adquirida en la edad adulta,
amputaciones no traumiticas, infarto agudo
de miocardio y accidente cerebro-vascular is-

quémico o hemorrdgico (3).

Se ha observado una relacién inversamen-
te proporcional entre el grado de control
metabdlico de la enfermedad y el riesgo de
complicaciones micro-vasculares en pacien-
tes con DM e incluso niveles de hemog-
lobina glicada (HbAlc) menores a 7.0%
han demostrado retardar la ocurrencia de
complicaciones (4-7). Adicionalmente, a
pesar de la evidencia que soporta el uso de
la HbAlc para evaluar control de la DM,
algunos estudios sugieren que los niveles y
fluctuaciones de esta, pueden tener un pa-
pel importante en el desarrollo de compli-
caciones y en la morbimortalidad asociada
a la DM, conocido como variabilidad glu-
cémica (8-10). El mecanismo por el cual
la variabilidad glucémica puede inducir la
aparicién de complicaciones no es bien co-
nocido, puede estar relacionado con una

mayor produccién de especies reactivas de

oxigeno, estrés oxidativo e inflamacién, lo
cual produce disfuncién endotelial, adicio-
nalmente estrés oxidativo ain mds que la

hiperglucemia crénica sostenida (11-15).

Si bien ain no hay un estdndar definido
para evaluar la variabilidad glucémica, se
cuenta con indicadores que buscan medir
la variabilidad en un dia determinado y/o
proporcionar informacién de varios dias
(16). Entre los métodos mds utilizados fi-
guran: la Desviacién Estindar (DE), per-
mite evaluar la variabilidad glucémica de
un mismo dia integrando las fluctuaciones
menores y mayores a partir del valor medio
de glucosa; la amplitud media de las excur-
siones glucémicas o MAGE (por su nom-
bre en inglés, Mean Amplitude of Glycemic
Excursions) (17), busca evaluar los cambios
significativos en la glucemia, considerando
para ello solo las variaciones verdaderamen-
te extremas de la glucemia (mayores a una
desviacién estindar) a fin de descartar el
efecto de los cambios menores clinicamente

no significativos (18-20).

Hasta el momento no se han realizado es-
tudios que evalten el efecto de las sulfoni-
lareas (SU) sobre la variabilidad glucémica,
aunque si se cuenta con estudios realizados
con inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4
(DPP-4) donde se compara el efecto de vil-
dagliptina y sitagliptina sobre las excursio-
nes glucémicas, concluyendo que MAGE fue
significativamente inferior en los pacientes

que tomaron vildagliptina (17,18). Teniendo
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en cuenta la escasa evidencia disponible, se
decidié llevar a cabo este ensayo clinico que
busca comparar la variabilidad glucémica
de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 no
controlada tratados con terapia combinada
de vildagliptina mds metforminal versus
aquellos tratados con glimepirida y metfor-

mina de liberacién estdndar.

Metodologia
Disenio del estudio

Ensayo clinico de asignacién aleatoria, mul-
ticéntrico, de etiqueta abierta, fase I'V. Los
centros participantes en el estudio se distri-
buyeron en las regiones Pacifica, Caribe y
Andina de Colombia. Los centros con ma-
yor nimero de sujetos aleatorizados fueron
los ubicados en la ciudad de Cali con 28
(70%) pacientes aleatorizados. Este estudio
clinico se registr6 en el sitio web www.cli-

nicaltrials.gov con el ndmero de identifica-

cién: NCT02007278
Participantes

Se estudiaron pacientes con DM tipo 2 que
hubiesen recibido tratamiento con dosis es-
tables de metformina (21.500 mg al dia) por
al menos 4 semanas, quienes, a pesar de esa
terapia, tuviesen valores de HbAlcentre 7.5 y
10.5%, y que requirieran iniciar el uso de vil-
dagliptina o glimepirida en adicién a la me-

tformina, segin el criterio del investigador.

Se excluyeron pacientes con historia de ce-
toacidosis diabética, uso de cualquier me-
dicamento antidiabético diferente a metfor-
mina durante los 3 meses previos al estudio,
mujeres en embarazo o lactancia, pacientes
que en los laboratorios de la visita 1 hubie-
sen tenido tasas de depuracién de creati-
nina inferiores a 50 ml/min (estimada por
la férmula de CKD-EPI), o elevacién de
aminotransferasas (ALT o AST) 2.5 veces
o mds por encima del limite superior nor-
mal; pacientes con antecedente de insufi-
ciencia cardiaca congestiva, enfermedades
psiquidtricas que amenazaran la adherencia
al tratamiento, cirugia mayor (que hubiese
requerido anestesia general o regional) en
el dltimo mes, cirugia baridtrica o condi-
ciones médicas asociadas con malabsorcién,
uso de esteroides orales o de depésito (mds
de 10 mg al dia de prednisona o predniso-
lona orales o su equivalente parenteral en
el altimo mes); infeccién aguda concurren-
te; sujetos que estuvieran participando en
otros estudios clinicos o que no hubieran
completado al menos 30 dias desde la fina-
lizacién del estudio anterior y aquellos con
cualquier condicién médica que amenazara
su supervivencia en los siguientes 12 meses
o comprometiera la comprensién para cum-

plir con los procedimientos del estudio.

Este estudio clinico fue disefado para
implementarse y reportarse de acuerdo con la
Guia de Buena Prictica Clinica (BPC) de la
ConferenciaInternacional de Armonizacién,

(ICH), con los principios de la Declaracién
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de Helsinki y con las regulaciones locales

colombianas contenidas en la Resolucién

8430 de 1993, del Ministerio de Salud.
Objetivos

Como objetivo primario, se comparé la va-
riabilidad glucémica medida por MAGE en
los dos grupos; secundariamente se midié la
variabilidad glucémica a través del CON-
GA (ie. Continuous Owverall Net Glycemic
Action) y de la desviacién estdndar total
(DET). Ademds, se compararon los resul-
tados de variabilidad glucémica obtenidos
antes y 12 semanas después del inicio del
tratamiento en ambos grupos. También se
comparé el porcentaje de pacientes de cada
brazo del estudio que logré un descenso
igual o mayor a 0.3% en su valor de HbAlc
en la semana 12 de tratamiento, asi como
la mediana de reduccién de la HbAlc en

cada grupo. Finalmente, se describié la co-

rrelacién entre el valor del MAGE vy la inci-
dencia de casos de hipoglucemia, asi como
el perfil de seguridad y tolerabilidad de los

esquemas de tratamiento en estudio.
Intervenciones

Los sujetos fueron aleatorizados para recibir
vildagliptina mds metforminal o glimepiri-
da mds metformina por un periodo de 12 se-
manas. Se administré solamente metformina
de liberacién estindar. Los tratamientos fue-
ron de etiqueta abierta. Una vez aleatorizado
el sujeto, el investigador verificd la dosis de
metformina que este recibia en el momento
de la inclusién y de acuerdo con la Tabla 1
definié la dosis de Galvus Met® o de glimepi-
rida mds metformina que debia recibir. En
las visitas de seguimiento, el investigador po-
dia incrementar la dosis de los medicamentos

un nivel hacia arriba (tabla 1).

Tabla 1. Dosis de medicamento de estudio durante el protocolo segiin dosis basal de

metformina y seglin esquema de tratamiento.

Dosis de ajuste de Terapia A

Dosis diaria de (Galvus Met?)

metformina en
la visita 1

Dosis de Ajuste de Terapia B (glimepirida + metformina de accién estdndar)

1.500 mg 50/850 bid 50/1.000 bid 2mgqd+850 mgbid | 4 mgqd + 850 mgbid | 6 mg qd + 850 mg bid
1.700 mg 50/850 bid 50/1.000 bid 2mgqd+850 mgbid | 4 mgqd + 850 mgbid | 6 mgqd + 850 mg bid
2.000 mg 50/1.000 bid NA 2 mgqd + 1.000 mgbid | 4 mgqd + 1.000 mgbid | 6 mgqd + 1.000 mg bid
2550 mg 50/1.000 bid NA 2 mgqd + 1.000 mg bid | 4 mg qd + 1.000 mg bid | 6 mg + 1.000 mg bid

Fuente: Elaboracién propia.
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En cuanto al seguimiento, se realizaron en
total 8 visitas, 7 presenciales y 1 telefénica.
Los monitoreos continuos de glucosa inicia-
ron en las visitas 2 y 6, y terminaron 72 a
96 horas después, en las visitas 3 y 7, respec-

tivamente.

Si en la visita de seguimiento el participante
habia presentado hipoglucemia sintomdtica
o asintomdtica (glucometrias < 70 mg/dl)
en 3 mediciones en ayunas o postprandiales
durante ese mes, era retirado del estudio.
Sin embargo, no se retiraron del estudio
aquellos pacientes que, recibiendo el trata-
miento a la dosis mds baja, hubiesen pre-
sentado hipoglicemia por causas ajenas al
medicamento segun el criterio del investi-

gador.

En ningin caso el paciente debia recibir
otros medicamentos antidiabéticos o recibir
una dosis del medicamento de estudio infe-
rior a la dosis mds baja (tabla 1). Si esto se
consideraba necesario, el paciente debia ser
retirado del estudio. Se realizaron monito-
reos continuos de glucosa utilizando dispo-
sitivos iPro2 (Medtronic, Northridge, CA)
en dos momentos: antes del inicio del tra-
tamiento y 12 semanas después de iniciado
el mismo. Los dispositivos fueron colocados
siguiendo el manual del equipo. El moni-
toreo se efectudé durante 72 horas en cada
momento. Los datos obtenidos en los moni-
toreos continuos de glucosa fueron utiliza-

dos para calcular la variabilidad glucémica

por MAGE, CONGA y DET. Los cdlculos

fueron realizados por el Dr. Nathan Hill
del Departamento de Ciencias de la Salud
en Cuidado Primario en la Universidad de
Oxford, Reino Unido; usando la versién 9.0
del software EasyGV (21).

El tamafio de muestra esperado era de 50
sujetos, sin embargo, s6lo 40 pacientes in-
gresaron al estudio en el periodo de reclu-
tamiento. Para el andlisis de los objetivos
relacionados con medidas de variabilidad
glucémica, se tuvieron en cuenta sélo 32
de los 40 pacientes aleatorizados. Para estos
32 participantes se realiz6 una descripcién
de sus caracteristicas basales y laboratorios,
evidencidndose minima variacién con res-
pecto al grupo inicialmente aleatorizado.
Teniendo en cuenta el tamafo de muestra,
todas las comparaciones se realizaron me-

diante andlisis no paramétricos.

Para la asignacién del tratamiento, el sitio
de investigacién recibié 5 sobres cerrados,
cada uno con una tarjeta marcada con uno
de los dos posibles tratamientos a asignar:
terapia A (Galvus Met®) o terapia B (gli-
mepirida mds metformina). La asignacién
del sobre de tratamiento a cada participan-
te se hizo en estricto orden de inclusién en
el estudio con base en una numeracién que
fue entregada al centro y que obedeci6 a un
procedimiento de aleatorizacién centraliza-
do. Una vez seleccionado el sobre, y abierto
por el investigador en presencia del partici-
pante, la tarjeta en su interior fue marcada

con la fecha y con las iniciales del sujeto de
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investigacién, asi como con su nimero den-

tro del protocolo.

Cambios metodologicos a lo largo del
estudio

Debido a que la fabricacién del glucéme-
tro entregado a los primeros pacientes alea-
torizados fue descontinuada, los pacientes
aleatorizados posteriormente utilizaron un
glucémetro diferente. Dos afios después de
iniciado el reclutamiento, el patrocinador
y los centros de investigacién consideraron
que no era posible alcanzar la meta de re-
clutamiento establecida y decidieron cerrar

el estudio prematuramente el dia 22 de fe-
brero del 2016.

Para el andlisis estadistico, se verificé la di-
gitacién del 100% de los datos del formato
de reporte de caso (FRC) en el sistema de
captura electrénica y toda la informacién
introducida en la base de datos fue analiza-
da para asegurar que estuviera completa y
que fuera coherente. Los datos recolectados
se resumieron para el andlisis descriptivo
por medio de tablas y gréficos, segin co-
rrespondia. Se realizaron andlisis bivariados
basados en pruebas t, pruebas de Wilcoxon
o Mann-Whitney de acuerdo con la dis-
tribucién de las variables subyacentes que
fueron de tipo continuo. No hubo variables
categéricas que requirieran un andlisis bi-
variado (Chi- cuadrado o prueba exacta de
Fisher). Teniendo en cuenta que el estudio

fue cerrado anticipadamente, se efectué un

andlisis de las fallas de tamizaje con la des-

cripcién de las causas principales de falla.

Resultados

Se tamizaron 76 pacientes en 7 centros de
investigacién en Colombia, obteniéndose
40 pacientes elegibles para aleatorizacidn,
20 en cada grupo de tratamiento (Figura 1).
Cinco sujetos se retiraron prematuramente
(ver causas del retiro en la Tabla 2) y tres
mds no aportaron datos de seguimiento, por
lo anterior, el andlisis de los desenlaces del
estudio se basé en un total de 32 pacientes.
Un paciente que cumplia los criterios de in-
clusién y ninguno de exclusién no fue alea-
torizado ya que antes de este procedimiento
present6 perdida de seguimiento, por lo an-
terior, se contabilizé dentro del grupo de los
excluidos. La Tabla 3 resume las caracteris-
ticas demogrificas de los sujetos incluidos

en cada grupo.
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Tabla 2. Causas del retiro prematuro de pacientes del estudio GLOBE.

Galvus Met® Glimepirifla +
Metformina
N=20 N=20 N=40
n (%) n (%) n (%)

Completado 18 (90,0) 17 (85,0) 35 (87,5)

Descontinuacién prematura del estudio 2 (10,0) 3 (15,0) 5(12,5)

Causas de la descontinuacién prematura n=2 n=3 n=5

Enrolamiento incorrecto antes de aleatorizacién 1(50,0) 1(33,3) 2 (40,0)

Ingesta de medicamentos no permitidos en el estudio 0 (0,00) 1(33,3) 1(20,0)

Administracién incorrecta del medicamento 1 (50,0) 0 (0,00) 1(20,0)

Incumplimiento de un criterio de elegibilidad 0 (0,00) 1(33,3) 1 (20,0)

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 1. Flujograma de disposicién de los pacientes del Estudio GLOBE.

)
(=]
- . .
5; Pacientes elegibles
E (n= 76)
m]
g
E
E; Excluidos/fallas de screening (n=36)
> No cumplieron con los criterios de
— . . . . .
inclusion/cumplieron criterios de
S 3
Pacientes aleatorizados (n=40)
c
\ol
@
c
2
%
< Glimepirida + Metformina (n = 20) Vildagliptina + Metformina (n = 20)
~J
S
o]
=
_E Retiros prematuros (n—3) Retiros prematuros (n=2)
S
a0
Q
a l
~_J
Y . e L.
Excluidos del analisis de objetivos (n=1) Excluidos del analisis de objetivos (n=2)
Sin dato en la visita .7 para cumplimiento Sin dato en la visita 7 para
- de objetivos . L
2 cumplimiento de objetivos
l
c
<
Sujetos analizados por los objetivos Sujetos analizados por los objetivos
del protocolo (n=16) del protocolo (n=16)
—

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 3. Caracteristicas Basales de los pacientes alatorizados*

Caracteristicas Glimepirida + Metformina Galvusmet
(n=20) (n=20)
Edad
Promedio (DE) 55.30 (11.41) 56.28 (10.49)
Mediana (Rangos) 56.19 (30.92 - 75.64) 55.29 (37.84 - 84.97)
Sexo
Femenino 8 (40,0) 15 (75,0)
Masculino 12 (60,0) 5 (25,0)
Raza
Blanco 7 (35,0 5 (25,0)
Africano 2(10,0) 3 (15,0)
Mestizo 9 (45,0) 10 (50,0)
Otro 2(10,0) 2 (10,0)
Fumador
Nunca 12 (60,0) 13 (65,0)
Exfumador 5 (25,0) 6(30,0)
Fumador 3 (15,0) 1(5)
Antecedentes patolégicos
Hipertension Arterial 11 (55,0) 12 (60,0)
Enfermedad Coronaria 2 (10,0) 2 (10,0)
Retinopatia Diabética 1(5,6) 1(5,0)
Ulceras cutdneas 1(5.3) 1.65,0)
Enfermedad cerebrovascular 1(5,3) 1(5,0)
Hipotiroidismo 0 (0) 1(5,3)
Neuropatfa diabética 0(0) 1(5,0)
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Glimepirida + Metformina

Caracteristicas

(n=20)
Ejercicio
Si 9 (45) 10 (50,0)
No 11 (55) 10 (50,0)

Tensi6n Sistélica (mm/Hg)

Promedio (DE) 132,7 (12,04) 130,20 (14,85)

Mediana (Rangos) 130 (115 - 160) 129 (106 - 160)

Tensi6én Diastélica (mm/Hg)

Promedio (DE) 82,8 (7,91) 79,10 (5,91)

Mediana (Rangos) 80 (70 - 100) 80 (70 - 90)

Frecuencia cardiaca (lat/min)

46

Promedio (DE) 78,55 (6,66) 75,10 (9,19)
Mediana (Rangos) 78 (60 - 90) 77 (50 - 95)

Peso (Kg)

Promedio (DE) 82,6 (12,75) 74,25 (13,18)
Mediana (Rangos) 81,6 (61,4 - 115) 75,75 (47,4 - 95,8)
Talla (m)

Promedio (DE)

1,65 (0,11)

1,60 (0,07)

Mediana (Rangos)

1,67 (1,4 - 1,82)

1,6 (1,48 - 1,76)

Indice de Masa Corporal (kg/m2)

Promedio (DE)

30,31 (4,37)

28,78 (4,85)

Mediana (Rangos)

28,82 (24,45 - 38,77)

28,68 (21,10 - 39,87)

Glicemia Plasmdtica inicial (mg/dl)

Promedio (DE)

168,75 (51,06)

175,85 (55,79)

Mediana (Rangos)

170,5 (98 - 272)

156,5 (99 - 306)
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v Glimepirida + Metformina Galvusmet
(n=20) (n=20)
HbAc inicial (%)
Promedio (DE) 8,84 (0,86) 8,95 (0,93)
Mediana (Rangos) 8,5 (7,8 - 10,5) 8,85 (7,5 - 10,4)
AST (U/L)

Promedio (DE)

22,58 (14,73)

24,35 (20,98)

Mediana (Rangos) 17 (12 - 76) 18 (12 - 101)
ALT (U/L)

Promedio (DE) 29,7 (24,64) 23,95 (14,73)
Mediana (Rangos) 21,3 (12 - 96) 18,5 (5 - 58)

BUN (mg/dl)

Promedio (DE) 13,42 (4,62) 14,27 (4,20)

Mediana (Rangos)

12,05 (7,6 - 21,5)

13,35 (8,9 - 28,3)

Depuracién de creatinina (ml/min/1,73 m2)

Promedio (DE)

99,49 (12,16)

98,62 (12,70)

Mediana (Rangos)

100,4 (82 - 132)

100,9 (80,6 - 127)

Eventos de hipoglucemia

Si

4(20,0)

1(5,0)

No

16 (80,0)

19 (95,0)

* Los datos se presentan como niimero(porcentaje) de pacientes a menos que se indique otra medida de tendencia y dispersién.

Fuente: Elaboracién propia.

El estudio inicié el 3 de enero de 2014 y
aunque en el protocolo inicial se establecié
un periodo de reclutamiento de 17 semanas,
éste se modificé a un periodo de recluta-
miento abierto debido a la alta tasa de fallas

de tamizaje.

Desenlace primario: variabilidad
glucémica medida a través del MAGE

No se encontraron diferencias estadistica-

mente significativas en los niveles de va-

riabilidad glicémica medida por MAGE
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registrados en la visita 7 entre los pacientes
tratados con Glimepirida + Metformina y

los pacientes tratados con vildagliptina/me-

tformina (Valor p Mann Whitney=0,8211)
(Figura 2).

Figura 2. Variabilidad glucémica medida por MAGE en la visita 7.

MAGE Visita 7

Glimepirida + Metformina

© °

mmol/L
35

GalvusMet

Base: 16 sujetos

Base: 16 sujetos

Fuente: Elaboracién propia.

Desenlaces secundarios

No se encontraron diferencias estadisti-
camente significativas en los niveles de
variabilidad glicémica registrados en la
visita 7 entre los pacientes tratados con Gli-
mepirida + Metformina en y los pacientes
tratados con vildagliptina/metforminal
medida por CONGA (Valor p Mann Whit-
ney=0,4510) ni por DET (Valor p Mann
Whitney=0,7063). En el grupo que recibié
vildagliptina/metforminal la variabilidad

glucémica medida por MAGE, CONGA y

DET en la visita 7 fue significativamente
menor a la observada en la visita 3 (Valor
p Wilcoxon <0,05 para todas las variables
a comparar). Adicionalmente, en el grupo
tratado con Glimepirida + Metformina las
mediciones de variabilidad glucémica ob-
tenidas en la visita 7, también fueron sig-
nificativamente menores a las obtenidas en
la visita 3 (Valor p Wilcoxon <0,005 para
todas las variables a comparar). En cuanto
al descenso de HbAlc en la semana 12 de

tratamiento, se obtuvieron datos completos

de HbAlc de 35 de los 40 pacientes alea-
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torizados, donde los 35 sujetos presenta-
ron reduccién de la HbAlc mayor a 0,3%.
Ademis, la HbAlc en la semana 12 fue sig-
nificativamente menor a la HbAlc inicial
en ambos grupos de tratamiento (Valor p
Wilcoxon <0,005). Sin embargo, tras com-
parar la mediana de reduccién de la HbAlc
en ambos grupos, no se encontraron dife-
rencias significativas entre los esquemas
de tratamiento (Mediana de reduccién de
HbAlc: Glimepirida + Metformina= 2,2%;
vildagliptina/metformina= 1,9%) (Valor p
Mann Whitney=0,2006)

Sobre la correlacién entre el valor del MAGE
y la incidencia de casos de hipoglucemia, 5
pacientes reportaron eventos de hipogluce-
mia (15,62%; Base: 32 sujetos). La mediana
para los valores de glucometrias reportados
en estos eventos fue de 66,75 mg/dl (min=
59 mg/dl; max=68 mg/dl). No se observa-
ron diferencias estadisticamente significa-
tivas entre los sujetos con y sin eventos de
hipoglicemia en cuanto a los resultados de
MAGE en la visita 7 (Valor p Mann-Whit-
ney exacto=0.6780).

En cuanto al perfil de seguridad y tolera-
bilidad, se evaluaron los datos de 79 regis-
tros correspondientes a 89 eventos adversos
en 22 pacientes. Estos eventos adversos se
agruparon de acuerdo al MedDRA versién
19.0. Uno de los 89 eventos adversos repor-
tados fue clasificado como evento adverso
serio (EAS), que correspondié a un caso de

erisipela, en un paciente asignado al grupo

de tratamiento con Glimepirida + Metfor-
mina; sin embargo, el evento fue categori-
zado como no relacionado con el medica-
mento. Por otra parte, 16 de los 89 eventos
adversos reportados se consideraron rela-
cionados con el tratamiento administrado.
Un test de Mann Whitney revelo que no
hay diferencias estadisticamente significa-
tivas entre el nimero de eventos adversos
que se presentaron en cada grupo (Valor p
Mann-Whitney exacto=0,6058). No se re-
gistraron retiros por intolerancia en ningu-

no de los grupos de tratamiento.

Discusion y conclusiones

La variabilidad glucémica (medida por
MAGE, CONGA y DET) fue significati-
vamente menor 12 semanas después de ini-
ciado el tratamiento que antes de su inicio
en ambos grupos. Sin embargo, cuando se
compararon las intervenciones entre si, no
se encontraron diferencias significativas en
la variabilidad glucémica ni en la reduccién
de la HbAlc. Ademds, llama la atencién que
todos los pacientes en ambos grupos presen-
taron menores niveles de HbAlc al final del

periodo de tratamiento.

Por otra parte, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las medicio-
nes de variabilidad glucémica de los pacientes
que presentaron episodios de hipoglicemia
en comparacién con aquellos que no los pre-

sentaron. Este resultado podria deberse a que
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el tamafno de muestra de este estudio no se
disend para contrastar esta hipétesis y, por lo
tanto, se requieren estudios con tamanos de

muestra mayores para confirmar el hallazgo.

En conclusién, el uso de vildagliptina/me-
tformina o glimepirida mds metformina
por 12 semanas en pacientes diabéticos con
mal control glucémico se asocié con una re-
duccién estadisticamente significativa de la
variabilidad glucémica y de la HbAlc, en
ambos grupos; sin embargo, no se encontré
evidencia suficiente para determinar la su-
perioridad de ninguno de los tratamientos.
Ademds, no se detectaron diferencias en el
perfil de seguridad ni tolerabilidad de los
medicamentos. Lo anterior sugiere que los
tratamientos son equivalentes. Se requie-
ren estudios adicionales para determinar la
importancia clinica de estos hallazgos y su
relevancia sobre la incidencia de complica-

ciones de la diabetes.

Se considera que algunas de las limitaciones
de este estudio se deben al bajo tamano de
muestra, principalmente por la imposibili-
dad de los centros de investigacién de al-
canzar las metas de reclutamiento. Adema4s,
el tamafno de muestra disponible para el
andlisis de los desenlaces se redujo adn mds
luego de la aleatorizacién debido al retiro
prematuro de 5 sujetos y la pérdida de se-
guimiento de 3 mds. En el grupo asignado a
vildagliptina/metforminal como en el gru-
po asignado a glimepirida + metformina,

los retiros prematuros se debieron a la in-

clusién incorrecta y a la administracién de

medicamentos no permitidos en el estudio.

Por otra parte, los glucémetros que iban a
ser utilizados a lo largo del estudio (Bayer
(CONTOUR TS)) fueron descontinuados
por parte del fabricante sin poder identi-
ficar causas claras, ni reportes negativos o
alertas publicadas por el Instituto Nacio-
nal de Vigilancia de Medicamentos y Ali-
mentos (INVIMA) que pudieran explicar
dicha decisién. Se realizé una revisién de
los manuales operativos del glucémetro
Bayer (CONTOUR TS) y del glucémetro
Roche (accu-chek-active) en los que se en-
contré que el primero tiene una exactitud
de 97.9%, y el segundo del 100% evaluados
con NORMA ISO 15197. Dado que ambos
glucémetros tenian rendimientos compara-
bles, se decidié continuar el estudio usando
utilizando glucémetros Roche, analizando
los resultados de las glucometrias de todos
los pacientes en forma agregada indepen-

dientemente del glucémetro utilizado.

En cuanto al dispositivo utilizado para la
monitorizacién continua de la glicemia
(iPro2) cabe resaltar que el manual indica
que el periodo de calentamiento o calibra-
cién es de una hora y no se deben tener en
cuenta las mediciones registradas en este
periodo. Sin embargo, durante el andlisis de
los datos obtenidos en el estudio se informé
sobre un nimero importante de mediciones
perdidas en la revisién de cada participante

durante las 72 horas, y la presencia de pe-



Arroyo. Excursiones de glucosa en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tratados con vildagliptina mas
metforminal versus glimepirida mas metformina —GLOBE-: Ensayo clinico aleatorizado

riodos de calentamiento o calibracién que
superaban las 24 horas en varios sujetos.
Por lo anterior, se decidié analizar todos los
datos registrados por los iPro2 con los si-
guientes supuestos: que el iPro2 se calibro
correctamente, que las mediciones son véli-
das con una calibracién superior a la hora 'y
que las mediciones perdidas de las 72 horas
no afectan la variabilidad glucémica. Adi-
cionalmente, la mayoria de los participan-
tes aleatorizados tenfan sobrepeso con una
mediana de indice de masa corporal (IMC)
de 28,68 (Rango: 21,10-39,87) que pudo
afectar la instalacién del dispositivo iPro2 y
por tanto los tiempos de calibracién y reco-

leccién de los datos.

Finalmente, se debe mencionar que las téc-
nicas disponibles actualmente para la medi-
cién de la variabilidad glucémica atin no es-
tdn completamente estandarizadas y existen
factores que pueden afectar sus resultados
como en el cdlculo del MAGE operador-de-
pendiente y varia seglin las secciones para
el cdlculo (20). Estas limitaciones descritas,
limita la generalizacién de los resultados

obtenidos en el estudio.
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Resumen

Introduccién. Los psicofirmacos son medicamentos utilizados en la prictica médica para
tratar enfermedades mentales. Objetivo. Realizar un andlisis comparando indicadores
de consumo en la utilizacién de psicofirmacos en una Institucién de Salud mental en el
Departamento de Cérdoba- Colombia. Metodologia. Estudio longitudinal, retrospectivo-
transversal, estudio de utilizacién de medicamentos (EUM) para comparar indicadores de
consumo como dosis diaria definida (DDD), nimero de envases, considerando el diagnéstico
y variables sociodemogrificas. Resultados. poblacién de 3.089 pacientes, donde el 48%
presento diagndstico de trastorno mental y del comportamiento por consumo de sustancias
psicoactivas, el 17% presenté trastorno afectivo bipolar y el 15% esquizofrenia paranoide,
el 70% de sexo masculino y un 30% sexo femenino. Los medicamentos mds consumidos
fueron 4cido valproico en cdpsulas de 250mg, carbonato de litio en tabletas de 300mg
y sertralina en tabletas de 50mg; mayor consumo lo obtuvieron los antidepresivos con
45,77%, seguido por antipsicéticos con 23,19% y por tltimo los anticonvulsivantes con
22,39%. Conclusién. Se observé diferencias en la tendencia del aumento en el consumo

de psicofdrmacos utilizando como indicadores de consumo la dosis diaria definida (DDD)
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versus numero de envases en los afios de estudio. Esta investigacién difiere con los resultados
a nivel nacional y departamental en el sentido de que la depresién y demds problemas de

salud mental se encuentran en mayor incidencia en los hombres.

Palabras claves: preparaciones farmacéuticas (DeCS), psicofdrmacos (MesH), utilizacién
de medicamentos (DeCS), depresién (DeCS), trastorno bipolar (DeCS), clasificaciones

anatémica terapéutica quimica (ATC).
Abstract

Introduction. Psychotropic drugs are drugs used in medical practice to treat mental
illnesses. Objective. To carry out an andlysis comparing consumption indicators in the
use of psychotropic drugs in a mental healt institution in the departamento of Cérdoba-
Colombia. Methodology. Longitudinal, retrospective-cross-sectional study, drug use study
(DUS) to compare consumption indicators such as defined daily dose (DDD), number of
containers, considering the diagnosis and sociodemographic variables. Results. Population
of 3,089 patients, where 48% presented a diagnosis of mental and behavioral disorder due
to the use of psychoactive substances, 17% presented bipolar affective disorder and 15%
paranoid schizophrenia, 70% male and 30% sex feminine. The most used medications were
valproic acid in 250mg capsules, lithium carbonate in 300mg tablets and sertraline in 50mg
tablets; The highest consumption was obtained by antidepressants with 45.77%, followed
by antipsychotics with 23.19% and finally anticonvulsants with 22.39%. Conclusion.
Differences were observed in the trend of the increase in the consumption of psychotropic
drugs using as consumption indicators the defined daily dose (DDD) versus the number
of containers in the years of study. This research differs from the results at the national
and departmental levels in the sense that depression and other mental health problems are

found to be more prevalent in men.

Keywords: Pharmaceutical Preparations (DeCS), Psychotropic Drugs (MesH),
Medication Utilization (DeCS), Depression (DeCS), Bipolar Disorder (DeCS),
Therapeutic Chemical Anatomical Classifications (ATC).



Introduccion

La farmacoepidemiologia es el estudio del
uso y efectos de los medicamentos en gran-
des poblaciones la cual estd dirigida en parte
a los estudios de utilizacién de medicamen-
tos (EUM); el objetivo de esta, es mejorar el
uso adecuado de los mismos y conocer sus
aspectos negativos dentro de una sociedad.
“La OMS definié los estudios de utilizacién
de medicamentos (EUM) como aquellos que
se ocupan de ‘la comercializacién, distribu-
cién, prescripcién y uso de los medicamentos
en una sociedad, con acento especial sobre
consecuencias médicas, sociales y econémi-

cas resultantes” (1).

Los psicofirmacos, son un tipo de medi-
camento que se usan para tratar trastornos
mentales. Estos medicamentos estdn espe-
cialmente disefados para actuar sobre el sis-
tema nervioso central (SNC), procesos men-
tales, emocionales y en la actividad psiquica.
Estos derivados de los psicoactivos, se conoce
que existe un uso inapropiado con fines pla-
centeros en la sociedad (2). De alli, la necesi-
dad de promover el buen uso de estos medi-
camentos mediante la educacién y control de
los profesionales de la salud. Los psicofdrma-
cos tienen varios subgrupos farmacolégicos,
los cuales son: ansioliticos, antidepresivos,
anticonvulsivantes, anticolinérgicos, antipsi-

céticos y antimaniacos (3).

Colombia para el periodo del 2009 al 2015

se registré 182.669 personas atendidas con

Hanna et al. Andlisis de estudios sobre psicofarmacos en una

IPS del departamento de Cordoba 2012-2020

depresién moderada; en ese mismo periodo
el departamento de Cérdoba presentd 1.328
pacientes, representando el 0,72% de los ca-
sos. Segun evidencia epidemioldgica, el 30%
de depresién moderada se vuelven crénicas,
siendo el peor desenlace de depresién mayor
el suicidio; de alli la necesidad de un uso te-

rapéutico de ciertos medicamentos (4).

Teniendo en cuenta este uso, se estima que a
nivel mundial cerca del 10% de la poblacién
sufre de enfermedades mentales. En Colom-
bia existe un incremento de estas patologias
desde el 2009, de modo que, para el ano
2015 se diagnosticaron 36.584 casos de de-
presién moderada, 8.385 casos de depresién
grave sin sintomas psicéticos, y 3.131 casos
de depresién grave con sintomas psicéticos.
Como resultado de esta situacién se ha gene-
rado gran aumento del consumo de psicofér-

macos en el pais (5).

Para obtener informacién referente a esta si-
tuacién, se hace necesario realizar estudios
usando indicadores de consumo que permi-
tan determinar la correlacién de los resulta-
dos, analizando indicadores como la dosis
diaria definida DDD/100estancias/d{a, por
unidades de envase, variables sociodemogri-
ficas como el sexo, edad, procedencia y pato-
logias, para andlisis estadistico. Para esto, la
OMS ha estandarizado el concepto de dosis
diaria definida como “la dosis de manteni-
miento promedio asumida por dia de un fér-

maco utilizado para su indicacién principal

en adultos” (6).
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Pese a la poca informacién que se encuentra
sobre el consumo de estos farmacos en el De-
partamento de Cérdoba, la finalidad de este
estudio es analizar el comportamiento sobre
el uso de psicofirmacos mediante datos esta-
disticos, expresados en indicadores de con-
sumo de medicamentos, en el periodo 2012
a 2020 (7).

Materiales y métodos

Este estudio de utilizacién de medicamentos
es de tipo longitudinal retrospectivo, reali-
zado durante nueve anos. La informacidn se
obtuvo de la base de datos y notas de cargo
en el servicio farmacéutico de la IPS. Uti-
lizando indicadores de consumo de medi-
camentos farmacoterapéuticos: DDD/100e/
dia, farmacoecondémicos: unidad de con-
sumo envases Env/1000hab/Afios y formas
farmacéuticas, considerando las variables so-
ciodemogrificas de la poblacién de interés,

conformada por 3.089 pacientes hospitaliza-

DDD

dos en una IPS de salud mental del Depar-
tamento de Cérdoba durante los anos 2012
a 2020.

Se recolectaron los datos socio-demografico
(edad, sexo, procedencia, estrato socioeco-
némico), diagndsticos mds relevantes y me-
dicamentos mds prescriptos. Los firmacos y
los diagnésticos fueron agrupados segun las
clasificaciones anatémica terapéutica quimi-
ca (ATC) y la clasificacién internacional de
enfermedades CIE v10. Los medicamentos
de uso sobre el sistema nervioso central y
periférico corresponden al Grupo farmaco-
légico N, el cual incluye: ansioliticos, antide-
presivos, antipsicoticos, anticonvulsivantes,

antimaniacos y antiparkinsonianos. (8).

Toda la informacién se almacend, procesé y
analizé en Microsoft Excel. La informacién
de la utilizacién de medicamento en DDD
se presenta por 100 estancias/dia de manera

intrahospitalaria:

Nr0.de comprimidos x peso de cada forma fctica x 100 estancia

/dia =

100estancia

DDD X numero de camas x indice ocupacional x 365

El nimero de envases se obtuvo por el con-
sumo anual por parte de los pacientes hos-
pitalizados en la IPS. El indicador usado en
este caso es el Numero de envases por 1.000
habitantes y ano (Env/1.000/afo):

Nro. de envases x 1,000
Nro. de habitantes

Env A
1000hab °

La utilizacién de psicofirmacos por formas
farmacéuticas se basé en las unidades poso-
légicas prescritas en el periodo de estudio:
tabletas, cdpsulas, comprimidos.

Resultados
La poblacién de estudio conformada por

3.089 pacientes presenté una distribucién

por sexo del 70% poblacién masculina



y 30% a la poblacién femenina, siendo los
hombres quienes presentan mayoritaria-
mente problemas de salud mental, con un
promedio de edad joven de 31 anos. Se
muestra el consumo de los medicamentos
por forma farmacéutica mds prescritos en
los pacientes de la IPS de salud mental del
afo 2012-2020 con el siguiente comporta-
miento: el dcido valproico en cdpsulas de
250 mg, carbonato de litio en tabletas de
300 mg y sertralina en tabletas de 50 mg;
los menos consumidos fueron levomepro-
mazina de 25mg en tabletas y olanzapina de
10 mg en tabletas.

Hanna et al. Andlisis de estudios sobre psicofarmacos en una
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En la Figura 1 se puede observar una ten-
dencia en aumento de los psicofdrmacos
utilizados por ano, en el periodo de tiempo
del estudio hasta 2019 con un incremento
del 46,6% por formas farmacéuticas; con
un decrecimiento en el 2020 del 0,86%,
independientemente del indicador emplea-
do. La pendiente de tendencia en la gréfica
donde se utiliza el indicador DDD/100e/
dia es mayor que la pendiente cuando se usa
el indicador Env/1000hab/afio debido a la
unidad de medida que es menor; sin embar-

go, no se evidencian marcadas diferencias.

Figura 1. Tendencia de la utilizacién de psicofdrmacos en dosis diaria definida DDD por 100 estancias y dfa Versus Ntimero de
envases por 1.000 habitantes y afio en una poblacién de 3,089 pacientes en un periodo de tiempo de nueve afios: 2012 a 2020 en
la IPS de estudio, en el Departamento de Cérdoba — Colombia.

Tendencia consumo Psicofarmacos 2012-2020
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140
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Tendencia consumo Psicofarmacos Env/1000/Afio
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Fuente: Farmcoepidemiologia de Psicofdrmacos en IPS de Salud Mental de Monteria, Periodo 2012-2019. Cédigo de Radicado:
FCS-01-20, Vicerrectoria de Investigacién Universidad de Cérdoba, Autoria propia.

En la figura 2 se observa un contraste en la
proporcién de utilizacién de algunos psico-
firmacos, como es el caso para dcido valproi-
co y carbonato de litio cuando se comparan
con los dos indicadores de utilizacién. Este
comportamiento se debe en gran medida al

tamafo de la unidad de venta de estos psi-

cofirmacos, ya que el dcido valproico que
adquiere la IPS del estudio, viene por caja
de 500 unidades posoldgicas o capsulas de
250 mg, lo mismo sucede con el carbonato
de litio que viene en presentacién de cajas

por 100 tabletas de 300 mg cada una.
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La informacién obtenida para la realiza-
cién del procesamiento de los datos en la
hoja de cdlculo del programa Microsoft Ex-
cel permitié realizar un andlisis compara-

tivo en funcién a los indicadores de con-

sumo propuestos en el estudio como son:
consumo de la DDD/100e/d{a, niimero de
Env/1000hab/Afo y formas farmacéuticas,

por psicofirmacos mds prescritos en la IPS

de Salud Mental.

Figura 2. Utilizacién de psicofirmacos mds prescritos por DDD/100e/dfa Versus Env/1000/Afo en IPS de Salud Mental de
Monterfa, periodo 2012-2020.

Consumo de psicofarmacos por DDD/100e/dia periodo 2012-2020

Sertralina I 170,98
Risperidona  Im—— 92,11
Quetiapina 1 7,02
Olanzapina IEE—— 85,92
Levomepromazina W 8,1
Fluoxetina 1 1,66
Carbonato de Litio  mmm 85,7
Biperideno W 20,48

Psicofarmacos mas prescritos 2012-2020

DD/100e/dia

A Valproico I 188,8

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Consumo de psicofarmacos por Env/1000/Aiio periodo 2012-2020

Sertralina I 2,48

Risperidona " 1,11

Quetiapina I 0,54

Olanzapina I 0,89
Levomepromazina W 0,14

Fluoxetina ™ 0,08
Carbonato de Litio s 0,37
Biperideno W 0,16

A. Valproico mmmmm 0,33

0 05 1 15 2 25 3
Env/1000/Aii

Psicofarmacos mas prescritos 2012-2020

Fuente: Farmcoepidemiologia de Psicofdrmacos en IPS de Salud Mental de Monteria, Periodo 2012-2019. Cédigo de Radicado:
FCS-01-20, Vicerrectoria de Investigacion Universidad de Cérdoba, Autoria propia.

Se obtuvieron datos de utilizacién signifi-
cativos de los psicofdrmacos mds prescritos
en la IPS, que permitieron observar y com-
prender la variabilidad de las fluctuaciones
que se evidenciaron durante el seguimien-
to. Se observé que la flouxetina de 20 mg
obtuvo el consumo en DDD/100e/dia mds
bajo con 1,66, seguida por la quetiapina de
25 mg con 7,02 y la levomepromazina de 25
mg con 8,1 DDD100/estancias/dia, mien-
tras que el promedio mds alto lo presentd el
dcido valproico de 250 mg con 188,8 DD-
D/100e/dia.

Los datos obtenidos en el seguimiento por
utilizacién de envases, en el periodo de es-
tudio, nos permitieron evidenciar algunas
similitudes y diferencias con el indicador an-
terior. Se observa que la fluoxetina de 20 mg
obtuvo la utilizacién mds bajo con 0,08 En-
v/1000hab/Afio, seguida por la levomepro-
mazina de 25 mg con 0,14, el biperideno de
2 mg con 0,16 y por ultimo el 4cido valproi-
co de 250 mg con 0,33 Env/1000/Afo, lo
cual contrasta con el indicador DDD/100e/
dia para elste medicamento que fue, como se

menciond anteriormente de 188,8 (Figura 2).



Hanna et al. Anélisis de estudios sobre psicofarmacos en una
IPS del departamento de Cordoba 2012-2020

Figura 3. Porcentaje de utilizacién de psicofdrmacos por subgrupos terapéuticos en formas farmacéuticas periodo 2012-2020.

Porcentaje de utilizacién de psicofarmacos por subgrupo terapéutico, periodo 2012-2020

Psicolepticos-Antipsicoticos - | 31%
Psicoanalepticos-Antidepresivos _ 14,70%

Antiparkinsonianos-Anticolinergicos - 4,50%

Antiepilecticos-Anticonvulsivantes | ©.50%

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00%

Fuente: Farmcoepidemiologia de Psicoférmacos en IPS de Salud Mental de Monteria, Periodo 2012-2019. Cédigo de Radicado:
FCS-01-20, Vicerrectoria de Investigacién Universidad de Cérdoba, Autoria propia.

Al evaluar el porcentaje de utilizacién de
psicofirmacos por subgrupos terapéuticos,
se observé el siguiente comportamiento: el
menor consumo lo obtuvieron los antipar-
kinsonianos-anticolinérgicos (biperideno)
con 4,5% seguido por los psicoanalépti-

cos-antidepresivos (sertralina y fluoxetina)

con 14,7%, mientras que el mayor consumo
lo obtuvieron los antiepilépticos-anticon-
vulsivantes (4cido valproico) con 49,8%,
seguido por los psicolepticos-antipsicoticos
(carbonato de litio, risperidona, quetiapina,

entre otros) con 31% (Figura 3).

Figura 4. Porcentaje de utilizacion de psicofdrmacos por indicadores DDD/100e/dia Versus Env/1000hab/afio en el periodo de
estudio 2012-2020.

Porcentaje de utilizacion de psicofirmaco por DDD/100e/dia

Sertralina  IE——— 26%
Risperidona I 4%
Quetiapina [ 1,10%
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Levomepromazina [l 1,20%
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Porcentaje de utilizacién de psicofirmaco por Env/1000/Aiio
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Risperidona [N, 18,20%
Quetiapina [N 8,80%
Olanzapina [ 14,60%
Levomepromazina [N 2,30%
Fluoxetina W 1,30%
Carbonato de Litio [N 6,10%
Biperideno [ 2,60%

A.Valproico [N 5,40%
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Fuente: Farmcoepidemiologia de Psicofdrmacos en IPS de Salud Mental de Monteria, Periodo 2012-2019. Cédigo de Radicado:
FCS-01-20, Vicerrectoria de Investigacién Universidad de Cérdoba, Autoria propia.
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En la figura 4 se demuestra de manera mds
facil el contraste en la utilizacién de psico-
fairmacos en la IPS en el periodo de estudio,
dado que se llevaron las unidades de medi-
cién en indicadores DDD/100estancia/dia
y Env/1000habitantes/afo a medida relati-

va: porcentaje. Observdndose lo siguiente:

Mayor contraste entre los psicofirma-
sertralina  26% DDD/100e/dia Vs,
40,7% Env/1000/Afio; quetiapina 1,1%
DDD/100e/dia Vs. 8,8% Env/1000/Afo;
fluoxetina 0,3% DDD/100e/dia Vs 1,3%
Env/1000/Afio; carbonato de litio 12,7%
DDD/100e/dia Vs 6,10% Env/1000/Afo y
acido valproico 28,6% DDD/100e/dia Vs
5,4% Env/1000/Ano.

COS

Diagnostico de salud mental
prevalentes en la IPS de estudio

De los 3.089 pacientes hospitalizados en la
IPS el 48% presenté diagndstico de tras-
torno mental y del comportamiento por el
consumo de sustancias psicoactivas, el 17%
trastorno efectivo bipolar y el 15% esquizo-

frenia paranoide.

El Sistema Integral de Informacién de la
Proteccién Social (SISPRO) reporta el in-
cremento de las atenciones por depresién
(CIE 10, F32.1, F32.2 y F32.3), trastorno
afectivo bipolar y trastorno depresivo grave
en el periodo de 2009 a 2015, observdndose
su mayor prevalencia en los grupos de edad

que oscilan entre los 50-54 afios y de estas

un 70% fueron mujeres. En la Encuesta Na-
cional de Salud Mental 2015 (ENSM) para
la depresién grave con sintomas psicéticos
se presentaron dos picos de frecuencia alta,
en los grupos de edades de 20 a 24 afios y de
50 a 54 afnos (9).

La depresién grave con sintomas psicéticos
(CIE 10 F32.3) representaentre el 6 y el 13%
de las consultas por depresién en Colombia.
Estos resultados a nivel nacional revelados
ENSM, no son diferentes a lo observado en
el Departamento de Cérdoba y en la IPS
de estudio durante 2012-2020, salvo algu-
nas consideraciones como la edad y el sexo
en el diagnéstico: F30-F39: Trastornos del
humor (afectivo), siendo diferentes para la
poblacién de estudio, la depresién conside-
rada en edades promedio de los 15 y 34 anos

y en un mayor porcentaje en hombres 56%.
Discusion

El uso de psicofirmacos en todo el mundo
varia de acuerdo con la regién. Sin embargo,
la tendencia en el mundo por consumo de
medicamentos para los trastornos de ansie-
dad, trastornos depresivos y otros trastornos
mentales comunes va en aumento. Se esti-
ma que 322 y 264 millones de personas en
todo el mundo padecen depresién y ansiedad
correspondiente a un 4,4% y 3,6% de la po-
blacién global (8). En La Unién Europa EU,
Estados Unidos de América USA y en Amé-
rica Latina AL, la prescripcién y el consumo

de psicofdrmacos van en aumento (10).



Ademds, en el pais no existe guia de pricti-
ca clinica para el uso de estos medicamentos
antidepresivos. En la poblacién de estudio
el consumo por DDD/100e/dia de psicolép-
ticos-antipsicdticos es el mayor y, el menos
utilizado fueron los antiparkinsoniano-anti-
colinérgicos conincidiendo con la unidad de
utilizacién Env/1000hab/afno. Medicamen-
tos como el Biperideno no siendo un antip-
sicético o psicofirmaco, se considera por los
investigadores es prescrito por los profesio-
nales de esta drea de la salud debido a que
sirven para prevenir los sintomas extrapira-
midales inducido por estos medicamentos.
Los anticolinérgicos al ser asociados con
medicamentos tipo antipsicdticos evitan los

efectos adversos (11).

Por otra parte, el dcido valproico, aunque
es un anticonvulsivante y no un antipsicéti-
co, es utilizado por los psiquiatras fuera de
indicacién (off-label), con el fin de reducir
en el transcurrir del tiempo la dosis de los
antipsicéticos, permitiendo estabilidad del
humor y control de la agresividad. Actual-
mente se utiliza como coadyuvante en tra-
tamientos como esquizofrenia, trastorno de
stress postraumdtico y trastornos bipolares
(11). El uso de esto medicamentos se ve re-
flejado en la gufa emanada por el Ministe-
rio de Salud titulado “Mejorar la seguridad

en la utilizacién de medicamentos” (12).

En el estudio de los subgrupos terapéuti-
cos por indicadores DDD/100¢/dia y En-

v/1000hab/afno el mayor consumo lo pre-
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sentan los psicolépticos-antipsicéticos, lo
cual difiere con el resultado obtenido por el
“Ministerio de Sanidad de Espafa en el afo
2020” donde prevalecié el subgrupo de los
antidepresivos (13). Los jovenes colombia-
nos en el informe del SIVIGILA reporté en
2017, que el 62,7% de los casos de intento
de suicidio eran del sexo femenino y 37,3%
del masculino. El 29,7% se presentaron en
el grupo de 15 a 19 anos (48,5% de 15 a 24

anos).

Segiin Machado & Echeverri (14), en el arti-
culo titulado “Utilizacién de medicamentos
antidepresivos en poblacién adolescente de
Colombia: un estudio tipo prescripcién-in-
dicacién”, concluyen que la prescripcion de
los firmacos antidepresivos en pacientes
adolescentes colombianos se estd haciendo
en especial con fluoxetina, sertralina y tra-
zodona, principalmente para indicaciones

no aprobadas.

Se puede inferir, que la utilizacién de psico-
firmacos en los hombres es mayor que en las
mujeres, reflejdndose que los hombres pade-
cen mds de enfermedades de salud mental.
Lo anterior, coincide con el informe publi-
cado por la OEA, sobre el consumo de dro-
gas en las Américas en el ano 2019, donde
se evidencié que los tranquilizantes consu-
midos sin prescripcién médica tienen mayor
consumo en mujeres, siendo la excepcién en
Bolivia y Colombia, paises donde prevalece

mds el consumo de psicofdrmacos por los

hombres (15).
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Se demuestra que el 48% sufre de trastorno
mental y del comportamiento por el con-
sumo de sustancias psicoactivas, seguida
del Trastornos del humor (afectivo) CIE-10
F-30 al F-39, en la que se integran enfer-
medades como: trastorno afectivo bipolar,
trastorno depresivo grave con sintomas psi-
cbticos y el episodio depresivo, sumando

una prevalencia del 27% (16).

Los resultados de la ENSM (Escuela Normal
Superior de México) , no son diferentes a lo
observado en el Departamento de Cérdoba
y en la IPS del estudio para el mismo pe-
riodo, salvo las variables de edad y sexo del
diagnéstico Trastorno del humor (afectivo),
dado que para cualquier tipo de depresién
considerada, la edad promedio oscilé entre
los 15 y 34 afios y en un mayor porcentaje
en hombres 56%, siendo diferente a la in-

formacién Nacional referenciada anterior-

mente (17, 18).
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Fisiopatologia y alteraciones clinicas
de la diabetes mellitus tipo 2: revision de literatura

Physiopathology and clinical alterations of
diabetes mellitus 2: literature review
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Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 constituye una condicién clinica debilitante, degenerativa y
multifacética de alta prevalencia a nivel mundial. Dada la complejidad de su fisiopatologia
y las variadas opciones terapéuticas que existen esta enfermedad presenta un desafio para el
médico general, se hace imperativo describir comprensiblemente esta patologia para mejorar
la resolutividad de ésta en atencién primaria. Tras una bisqueda bibliogrifica exhaustiva de
103 estudios publicados hasta el ano 2010, se identificaron los aspectos mds importantes
tanto de la fisiologia, fisiopatologia, complicaciones y terapéuticas de esta patologia. La
resistencia a la insulina (RI) es una condicién metabdlica central en la etiopatogenia de esta
patologia donde se logra reconocer de manera cldsica tanto la pérdida de la accién periférica
de la insulina por parte de los diferentes tejidos, asi como defectos en la secrecién de
insulina conllevando estados de hiperglucemia constantes asociados tanto a complicaciones
agudas como crénicas caracterizadas por provocar disfuncién y fallo en diferentes 6rganos.
Es de conocimiento general que parte importante de los resultados en el manejo de esta

patologia se logran con cambios en el estilo de vida que van desde modificaciones en la
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dieta a cambios en el patrén de actividad fisica con pérdida de peso corporal. No obstante,
existe a su vez una amplia gama de terapias farmacolégicas orientadas a controlar estados
hiperglucémicos ante la falla de la terapia no farmacolédgica. Dentro de este mismo contexto
varias son las dianas y objetivos terapéuticos en el tratamiento del diabético tipo 2, sin
embargo, todas confluyen en el control metabdlico de los estados de hiperglucemia y la

prevencién de sus complicaciones.

Palabras claves: control glucémico, diabetes mellitus, diabetes mellitus tipo 2, resistencia

a la insulina, secrecién de insulina y complicaciones de la diabetes.
Abstract

Type 2 diabetes mellitus is a debilitating, degenerative and multifaceted clinical condition
with a high prevalence worldwide. Given the complexity of its pathophysiology and the
various therapeutic options that exist, this disease presents a challenge for the general
practitioner, it is imperative to understand this pathology to improve its resolution in
primary care. After an exhaustive bibliographic search of 103 studies published up to 2010,
the most important aspects of both the physiology, pathophysiology, complications, and
therapeutics of this pathology were identified. Insulin resistance (IR) is a central metabolic
condition in the etiopathogenesis of this pathology. Classically it is possible to recognize
both the loss of the peripheral action of insulin by the different tissues as well as defects in
the secretion of insulin that leads to constant hyperglycemic states associated with both acute
and chronic complications characterized by causing dysfunction and failure in different
organs. It is generally known that an important part of the results in the management of
this pathology are achieved with changes in lifestyle that range from modifications in diet
to changes in the pattern of physical activity with loss of body weight. However, there also
is a wide range of pharmacological therapies aimed at controlling hyperglycemic states in
the event of the failure of non-pharmacological therapy. Within this same context, there
are several therapeutic targets and objectives in the treatment of type 2 diabetics, however,
they all converge in the metabolic control of hyperglycemic states and the prevention of

their complications.

Keywords: glycemic control, diabetes mellitus, diabetes mellitus type 2, insulin

resistance, insulin secretion and diabetes complications.



Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de al-
teraciones metabdlicas que se caracteriza por
hiperglucemia crénica, debida a un defecto
en la secrecién de la insulina, a un defecto en
la accién de ésta, o a ambas. Los factores de-
terminantes de la enfermedad son variados e
interactan entre si, influyen factores como,
el estilo de vida del paciente, el entorno fisico

y sociocultural, la genética y epigenética (1).

Segiin la Federacién Internacional de Dia-
betes (FID), en 2019, la DM causé 4,2 mi-
llones de muertes; y 463 millones de adultos
de entre 20 y 79 afos vivian con diabetes,
un nimero que probablemente aumentard
a 700 millones en 2045. Los pacientes con
diabetes mellitus 2 (DM2) tienen un 15%
mds de riesgo de mortalidad por todas las
causas en comparacién con las personas sin
diabetes y la enfermedad cardiovascular
(ECV) es la principal causa de morbilidad y
mortalidad asociada con la DM2 (2).

En esta revisidn se abordard la DM2 desde
un enfoque fisiopatoldgico con un énfasis
especial para su abordaje por el médico ge-
neral, incluyendo un breve recuerdo fisio-
l6gico del metabolismo de la glucosa y la
insulina, para luego entrar de lleno en la
etiologfa de la enfermedad, sus mecanismos
de generacién, las complicaciones de esta
y su tratamiento. Debido a que la DM2 es
una enfermedad muy prevalente en nuestro

medio, en el afo 2017 la prevalencia era del
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10% en la poblacién chilena y en 2019 fue
causa directa de 1,5 millones de defuncio-
nes a nivel mundial, por lo que se hace im-
portante conocer estos aspectos para lograr

un buen manejo de ella.
Metodologia de busqueda

Para la realizacién del presente trabajo se
siguieron los principios propuestos por la
declaracién PRISMA. Se incluyeron traba-
jos asociados a la fisiopatologia de la DM2,
los cuales fueron seleccionados mediante la
lectura del titulo y del resumen para identi-
ficar si eran adecuados, a las publicaciones
seleccionadas se realizé una revisién com-
pleta y posteriormente se aplicaron los cri-
terios de inclusién y exclusién. Los estudios
que cumplian con criterios de exclusién no
fueron utilizados para garantizar la calidad

de la revisién y minimizar el riesgo de sesgo.

Se utilizaron los siguientes sistemas para
la busqueda de articulos: pubmed, Google
scholar, scielo; y las palabras clave utiliza-
das fueron: fisiopatologia de diabetes me-
llitus tipo 2, fisiopatologia de la resistencia
a la insulina, fisiopatologia del dafo a las
células beta pancredticas, metabolismo de
los carbohidratos, complicaciones macro y
micro estructurales de la diabetes, bases del
tratamiento de la diabetes. De las fuentes
encontradas fueron utilizados para la redac-
cién de este articulo metaandlisis, revisiones
y ensayos clinicos con antigiiedad mdxima

hasta el 2010, con mds de 30 citas, tanto en
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inglés como en espafol, sin limitacién geo-
grifica, excluyendo aquellos sin resultados

objetivos y estudios no publicados.

El resultado del proceso de busqueda rea-
lizado por los autores permitié seleccionar
103 articulos que cumplieron con los cri-
terios de seleccién y que incluyeran las pa-
labras clave en sus respectivos resimenes,
permitiendo identificar la fisiologia asocia-
da a las DM2, su fisiopatologia, complica-

ciones y terapias.

Resultados

Fisiologia

Metabolismo de los carbohidratos

Durante la glucélisis, se captura una can-
tidad pequefa de energia al convertir una
molécula de glucosa en dos moléculas de pi-
ruvato. El glucdgeno, una forma de almace-
namiento de glucosa, se sintetiza por gluco-
génesis cuando la concentracién de glucosa
es alta y se degrada por glucogendlisis cuan-
do el aporte de glucosa es insuficiente. La
glucosa también puede sintetizarse a partir
de precursores distintos de los carbohidra-
tos por medio de una reaccién denominada
gluconeogénesis comandada por los efectos
del glucagén en donde se emplean diferen-
tes elementos para la sintesis de esta. Asi
mismo su contraposicion; la insulina permi-
te generar almacenamiento y regularizacién

de estados elevados de glucosa a nivel cor-

poral. La via de las pentosas fosfato permite
a las células transformar glucosa-6-fosfato,
un derivado de la glucosa, en ribosa-5-fosfa-
to (un azdcar que se emplea para la sintesis
de nucleétidos y dcidos nucleicos) y en otras
clases de monosacdridos; en esta via tam-
bién se lleva a cabo la produccién de NA-
DPH (fosfato de dinucleétido de nicotina-
mida y adenina reducido), conocido por ser

un agente reductor importante (3,4).
Liberacion de insulina

La glucosa actia como el estimulante fisio-
légico predilecto para la liberacién de insuli-
na. La entrada de glucosa hacia las células B
pancredticas es mediada por transportadores
de glucosa, que facilitan un correcto trans-
porte bidireccional de glucosa, generando
un equilibrio entre las concentraciones de
glucosa extracelular e intracelular. El meta-
bolismo intracelular de la glucosa gatilla la
secrecién de insulina. La glucocinasa, con-
trola el primer paso en el metabolismo de la
glucosa y con ello el inicio de las posteriores
cascadas celulares mediante la fosforilacién
de glucosa para formar glucosa-6fosfato. La
glucdlisis origina un aumento del trifosfato
de adenosina (ATP), que es detectado por
la subunidad del receptor de sulfonilurea
de los canales de K+ dependientes de ATP
(KATP) en la membrana de las células B, lo
cual resulta en un cierre del canal. La des-
polarizacién celular resultante permite que
entre Ca2+, lo cual desencadena exocitosis

de granulos que contienen insulina. Ademds,



parte importante de la secrecién de insulina
en respuesta a la ingesta oral puede atribuirse

a hormonas entéricas (5,6).
Receptores GLUT

Los receptores GLUT son transportadores
encargados del ingreso de monosacédridos a
las células del organismo. Acttian por difu-
sién facilitada y estdn distribuidos diferen-
cialmente en el organismo. Se han descrito
14 receptores GLUT, con caracteristicas es-
tructurales comunes (7). La glucosa ingresa
a la célula en cuatro etapas: 1) Se une al
transportador en la cara externa de la mem-
brana 2) El transportador cambia de con-
formacién y la glucosa y su sitio de unién
quedan localizados en la cara interna de la
membrana 3) El transportador libera la glu-
cosa al citoplasma 4) El transportador libre
cambia nuevamente de conformacién y ex-

pone el sitio de unién a la glucosa (7).

Los receptores GLUT 4 y GLUT 12 son
dependientes de la insulina. El receptor
GLUT-4 se expresa en tejidos sensibles a in-
sulina (musculo esquelético, cardiaco y teji-
do adiposo), se encuentra en vesiculas cito-
plasmdticas y es translocado a la membrana
celular mediante exocitosis con el estimulo
de la insulina y del ejercicio (via AMP kina-
sa) para la captacién de glucosa. El depdsi-
to de diacilglicerol y ceramidas en musculo
esquelético y tejido adiposo, y el exceso de
glucégeno intracelular del masculo esquelé-

tico altera la translocacién de GLUT4, por
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una fosforilaciéon en residuos de serina, en
vez de tirosina del receptor de insulina y
produce un estado inflamatorio que condu-
ce a la resistencia a la insulina (7). El recep-
tor GLUT 2 se expresa en las células beta
pancredticas y en menor medida en el intes-
tino delgado y el rifidén. Tiene baja afinidad
por la glucosa lo que le permite actuar como
glucosensor, solo permite la entrada de glu-
cosa cuando estd lo suficientemente elevada
en plasma como para requerir la liberacién
de una cantidad significativamente impor-

tante de insulina (7).
Interaccion intestino pdncreas

Las incretinas son hormonas intestinales
que se liberan en respuesta a la ingesta de
nutrientes. Hay dos principales, el péptido
similar al glucagén-1 y el péptido insuli-
notrépico dependiente de glucosa (GIP).
El GLP-1 es producido por las células L,
en todo el intestino, pero aumentan en
abundancia en el ileon y el colon, el GIP
es producido por las células K, que residen
principalmente en el duodeno y el yeyuno

superior (8, 9).

Tanto GIP como GLP-1 estimula todas las
fases de secrecién de insulina, incluyendo
un aumento en la actividad de glucocina-
sa (GK), asi como de la translocacién de
los canales GLUT2 a través de cascadas de
sefalizacién por via adenilato ciclasa que
lleva a un aumento de las concentraciones

intracelulares de calcio y AMPc, lo que pro-
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voca una rdpida exocitosis de moléculas de
insulina sintetizadas previamente. La per-
sistencia del estimulo activa una segunda
via enzimdtica PKA que estimula la trans-
cripcién del gen de insulina para su sintesis
de novo e incluso la proliferacién de mids
células beta. GLP-1 ocasiona un aumento
en la sensibilidad a la glucosa de las células
alfa y beta, estimula la secrecién de insulina
solo en caso de hiperglucemia, disminuye la
glucosa plasmdtica posprandial y en ayunas,
inhibe la secrecién de glucagén. Estos pro-
cesos se encuentran acoplados a la accién
de la glucoquinasa, lo que explica que re-
quieran de niveles elevados de glucosa para
funcionar. El efecto incretina estd reducido
severamente (o tal vez ausente) en los pa-

cientes diagnosticados de diabetes mellitus
tipo 2 (8,9,10).

Control renal de la glucosa

Las células renales poseen dos tipos de
transportadores principales implicados en
la manipulacién de glucosa, estos son los
SGLT (TIPO 1 Y TIPO 2). Estos trans-
portadores proporcionan una absorcién casi
total de la glucosa a nivel de nefrén excre-
tando <1% en la orina. Esta reabsorcién
se realiza mediante cotransportadores Na/
glucosa (SGLT) de los cuales hay dos tipos
principales. El SGLT2 es el encargado de
reabsorber el 90% de la glucosa, este trans-
portador se localiza en el tdbulo contornea-
do proximal (TCP) y es definido como un

cotransportador de baja afinidad, pero alta

capacidad de reabsorcién, por otro lado, te-
nemos al transportador SGLT1 encargado
de la fraccién restante de reabsorcion, este
es un cotransportador de alta afinidad—baja
capacidad de reabsorcién también ubicado
en el TCP. Se estima que el adulto sano
promedio tiene una capacidad mdxima de
reabsorcién de 352-375 mg/min, no asi los
pacientes diabéticos que presentan una ca-
pacidad médxima de reabsorcién que se in-
crementa hasta 419 mg/min, debido a un
efecto compensatorio disparado por el au-
mento en la disponibilidad de glucosa que
incrementa la expresién de contransporta-
dores en el tdbulo proximal (11,12). La glu-
cosuria aparece cuando la adaptacién no es
suficiente para compensar las concentracio-
nes plasmdticas, llegando a una capacidad

mdxima de reabsorcién del tibulo proximal

(12).
Fisiopatologia de la diabetes tipo 2

La DM histéricamente se ha dividido en
DMI1 y DM2, ambas con diferencias funda-
mentales en sus mecanismos causales, sien-
do la DMI una enfermedad principalmen-
te autoinmune central donde se destruyen
selectivamente las células beta pancredticas
productoras de insulina generando un cese
en su produccién, por otra parte en la DM2
hay dos mecanismos fundamentales en su
generacidn, la resistencia a la insulina (RI)
y la posterior y progresiva disfuncién de la
célula beta, en los cuales interacttian mul-

tiples vias de senalizacién de diferentes 61-



ganos, que debido a factores tanto externos
como internos se ven alteradas, dichas al-

teraciones seran abordadas a continuacién.
Resistencia a la insulina

La RI es una condicién en donde las células
diana de la insulina no responden de forma
adecuada a ella, lo que reduce la incorpo-
racién de glucosa en el tejido muscular y
adiposo. Se debe a una falla en la via de la
sefalizacién de la insulina, que puede es-
tar dada por mutaciones o modificaciones
postraduccionales del receptor o de las IRS
(sustrato del receptor de insulina) o de mo-

léculas rio abajo en la via de sefalizacién

(13).

La unién de la insulina a la subunidad a del
receptor de insulina (IR) genera cambios
conformacionales que inducen su activacién
catalitica y la autofosforilacién de varios re-
siduos de Tyr, estos residuos son reconoci-
dos por las IRS que organizan la formacién
de complejos moleculares y desencadena
cascadas de senalizacién intracelular; la via
de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K)/Akt
responsable de la mayoria de sus acciones
metabdlicas y la via de las cinasas activadas
por mitégeno/Ras (MAPK/Ras), que regula
la expresién genética y los efectos mitogéni-

cos asociados a la insulina (13, 14).

La sefializacién hepdtica de insulina puede
establecer el tono transcripcional de enzi-

mas gluconeogénicas vy determinar la ca-
g g y
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pacidad gluconeogénica del higado, pero
la habilidad de la insulina de regular agu-
damente gluconeogénesis hepdtica ocurre
mayormente por un mecanismo indirecto
a través de la inhibicién de la lipolisis del
tejido adiposo. La accién de la insulina en
el musculo esquelético activa Akt2, la ac-
tivacién de Akt2 lleva a la fosforilacién e
inactivacién de dos RabGTOasas, el sus-
trato de Akt de 160 kDa (TBC1DI), que
aumenta el trdfico de las vesiculas que con-
tienen el transportador de glucosa tipo 4, a
la membrana plasmdtica, el transporte ce-
lular de glucosa y la sintesis de glicégeno.
Mecanismos independientes de la glucosa
también activan su captacién muscular. La
contraccién muscular activa AMPL que fos-
forila proteinas que regulan la translocacién
de GSV (vesicula intracelular que contiene
GLUT-4). La activacién de AMPK es uno
de los muchos factores que componen una
rama de sefiales que promueve la captacién
de glucosa en respuesta al ejercicio, inde-

pendiente de la accién de la insulina (15).

Las causas mas comunes de RI son dismi-
nucién en el nimero de IR y su actividad
catalitica, aumento de la fosforilacién de
residuos Ser/Thr del IR y las IRS, aumen-
to en la actividad de fosfatasas de residuos
Tyr, disminucién de la actividad de cina-
sas PI2K y Akt y defectos en la expresién
y funcién de GLUT-4. También se ha aso-
ciado el estrés de reticulo y a la disfuncién
mitocondrial. (16). En los pacientes obesos

el tejido adiposo libera mucha mds canti-
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dad de adipocinas como el TNF-alfa, IL-6
y la resistina implicadas en la resistencia a
la insulina, es importante recordar que el
tejido adiposo no solo contiene adipocitos,
sino que también preadipocitos/macréfa-
gos, leucocitos y otras células, en el tejido
adiposo del obeso existe una sobrepoblacién
de estos tipos celulares que se encargan de
la respuesta inflamatoria exacerbada y sos-
tenida. El TNF-alfa es capaz de inducir un
defecto en la fosforilacién de los residuos de
Tyr del IRS-1 y ademds disminuye la expre-
sién génica de los GLUT-4 (figura 1). Adi-
cionalmente, estas sustancias estimulan la
lipasa sensible a hormonas que lleva a la li-
polisis de los triglicéridos del tejido adiposo

aumentando la liberacién de dcidos grasos

libres del adipocito (17).

En una segunda etapa, el mdsculo y el higa-
do reciben este exceso de dcidos grasos libres
(AGL) los cuales se depositan produciendo
lipotoxicidad, se produce un aumento en las
concentraciones de acil-CoA de cadena lar-
ga que cuando se convierte en diacilglicerol
(DAG) activa isoformas de proteina cinasa
C que alteran la fosforilacién del IRS-1 y
de PI3K, lo que impide la translocacién del
GLUT4 a la membrana (17).

Daiio y muerte celular en Células Beta

pancredticas en diabetes tipo 2

Daio inducido por leptina y resistina: El
incremento de leptina tiene la capacidad de

inducir apoptosis en las células B dado que

inhibe la sintesis de insulina, incrementa
reacciones de tipo inflamatorias y genera
estrés oxidativo. La resistina es otra molé-
cula liberada desde el tejido adiposo que
posee la capacidad de generar aumento de
citocinas como la IL-6 y TNF al activar el
NFKB, su contraposicién, la adiponectina
es un agente antiinflamatorio que mediante
supresién de fosforilacién de IKB produce
inactivacién de NFKB. En general, la pérdi-
da en el equilibrio en la concentracién local
y sistémica de citocinas deletéreas y elemen-
tos protectores de la funcién de las células

B conllevan a la muerte celular de estas (fi-

gura 1) (18).

Lipotoxicidad: En pacientes diabéticos no
controlados se puede ver una rdpida movili-
zacién de triglicéridos que conduce a un au-
mento de los niveles de AGL (19). Las células
B responden de manera bifdsica a la acumu-
lacién anormal de lipidos, inicialmente en
los islotes comienza una proliferacién de las
células B y aumenta la masa de estas, junto
al incremento de la secrecién de insulina;
esta serie de cambios en un estadio inicial
provee la produccién de insulina suficien-
te para mantener la glucemia en pardme-
tros normales. En estadios mds avanzados
el incremento de AG produce lipotoxicidad
mediante la formacién de ceramidas, que se
encargan de activar mecanismos de muerte
celular mediante la liberacién del citocromo
C de la mitocondria, que activa las caspasas
responsables de la apoptosis de las células

B v, en consecuencia, disminucién en la se-



crecién de insulina y con ello también la

incapacidad de mantener una glucemia con-

trolada (20).

Glucotoxicidad: La glucotoxicidad estd
asociada sobre todo a la hiperglucemia de
cardcter postprandial y es consecuencia de

un aumento en la entrada de glucosa via

GLUT-2 a las células B. Este exceso de glu-
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cosa intracelular produce una disminucién
en la sintesis y secrecién de insulina redu-
ciendo las posibilidades de hiperinsuline-
mia compensatoria, al aumentar la glico-
silacién de proteinas como las del reticulo
endopldsmico y la produccién de radicales
libres de oxigeno que generan un efecto de

autoxidacién de la glucosa (21).
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Figura 1: Vias de sefializacién que se ven afectadas en la resistencia a la insulina y mecanismos que llevan a la disfuncién de la
célula beta. Fuente. Amanda Ortiz Chang, Yerko Medina Pereira, Simén Gonzales Olmedo, Melisa Aguirre Gaete
y Cristhidn Jerez Ferndndez. llustrador: Christian Cardemil.

La insulina se une a su receptor de mem-
brana, gatillando la fosforilacién del mismo
y proteinas post-receptor como IRS1 con
posterior activaciéon de AKT lo que deter-
mina la traslocacién del GLUT4 a la mem-
brana facilitando la captacién de glucosa.

En un proceso inflamatorio mantenido,

los mediadores inflamatorios se unen a su
receptor de membrana activando proteinas
quinasas como IKK y JNK. Dichas quina-
sas inhiben IRS1 al fosforilar los residuos
de serina de este disminuyendo la senaliza-

cién insulinica y posterior traslocacién de

receptores GLUT-4. El aumento de AGL
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derivados de las alteraciones del microam-
biente del tejido adiposo interfieren en la
sefalizacién insulinica al activar la proteina
kinasa C por diglicéridos, inhibiendo IRS1,
o reduciendo la actividad de Akt por incre-
mento en la produccién de ceramidas deto-
nando a grandes rasgos un aumento de la
glucosa circulante. El aumento en la entra-
da de glucosa via GLUT-2 a las células beta
pancredticas produce aumento en la glico-
silacién de proteinas del RE y produccién
de radicales libres generando un efecto de
autoxidacién de la glucosa que dana a la cé-
lula beta pancredtica. El incremento de 4ci-
dos grasos produce lipotoxicidad mediante
la formacién de ceramidas, que se encargan
de activar mecanismos de muerte celular en
estas células mediante la liberacién del cito-
cromo C de la mitocondria, que activa las
caspasas responsables de la apoptosis de las
células B. El incremento de leptina tiene la
capacidad de inducir apoptosis en las célu-
las B dado que incrementa reacciones de
tipo inflamatorias y genera estrés oxidativo.
A su vez el desequilibrio adiponectina-resis-
tina produce un aumento en la expresién de
factores inflamatorios via NFkB, gatillando

finalmente el proceso de muerte celular.
Etiologias

Genéticas

La diabetes comprende una etiologia mul-

tifactorial compleja donde interactdan ele-

mentos del ambiente, genéticos y epigené-

ticos. Cldsicamente se ha descrito como
una patologia poligénica, gracias al estudio
GWAS se han identificado mds de 100 ge-
nes asociados a la DM2, la mayoria de estos
estdn implicados en la funcién de la célu-
la beta y secrecién de insulina y en menor
medida a la resistencia a la insulina. Sin
embargo, solo se ha identificado alrededor
del 10% de la heredabilidad general de la
DM2. La epigenética también influye en
el desarrollo de esta enfermedad, las modi-
ficaciones de la metilacién, de las histonas
y el silenciamiento génico del ARN estdn
asociados, los cuales pueden ser modifica-

dos por factores ambientales (22).
Ambientales

Obesidad: El tejido adiposo estd compues-
to de adipocitos y su respectivo estroma,
junto a numerosas células que conforman
el microambiente celular. Las células inmu-
noldgicas del tejido adiposo tienen la capa-
cidad de secretar factores relacionados con
la inflamacién. El aumento de la actividad
lipogénica mantenida en los adipocitos pro-
ducto de un aumento en la ingesta puede
generar hipertrofia de estos. Los adipocitos
presentan un limite respecto a la cantidad
de hipertrofia que pueden sostener, dado el
aumento de sintesis de 4dcidos grasos, una
vez superado dicho tamafo umbral, el adi-
pocito hipertrofiado presentard una disfun-
cién en su actividad caracterizada por una
disminucién de la sensibilidad a la insuli-

na, hipoxia, aumento de los pardmetros de



estrés intracelular, autofagia, dafo celular
y finalmente muerte celular. En este mo-
mento se produce una infiltracién de célu-
las inmunes que alteran el microambiente
del tejido adiposo, detonando asi un esta-
do de inflamacién tisular conocido como
lipo-inflamacién. El mayor tamano de los
adipocitos, unido a un estado inflamatorio
concomitante del microambiente celular
condiciona el correcto funcionar celular: 1)
alterando su perfil secretor con una mayor
produccién de leptina y menor de adiponec-
tina, 2) causando una menor sensibilidad a
la insulina, 3) dafando la funcién mitocon-
drial y generando mayor estrés del reticulo
endoplasmdtico, 4) produciendo una mayor
lipdlisis basal, 5) alterando el citoesqueleto
celular, y 6) ocasionando una menor lipogé-
nesis de novo. El aumento del flujo de AGL,
unido a los factores inflamatorios, convierte
una situacién de RI e inflamacién local en

un estado de RI sistémico y de inflamacién
crénica de bajo grado (23,24).

Alteraciones de la Microbiota intestinal:
El concepto de microbiota intestinal abarca
al conjunto de microorganismos que resi-
den en el intestino en intima asociacién con
el respectivo huésped a modo de mutuo be-
neficio (simbiosis). Dentro de este contexto
los nutrientes no solo son esenciales para
la salud humana, sino que también para la
microbiota intestinal. Dentro de las funcio-
nes metabdlicas de la microbiota intestinal
destacan los procesos de digestién de po-

lisacdridos complejos, produccién de AG

Jerez et al. Fisiopatologia y alteraciones clinicas de la
diabetes mellitus tipo 2: revision de literatura

de cadena corta, metabolismo de los dcidos
biliares, entre otros, con sus consecuentes
impactos tréficos sobre la barrera intestinal
y el sistema inmunitario. La microbiota in-
testinal reglamenta de manera importante
tanto inmunidad innata y adaptativa, ejer-
ciendo su influencia en respuestas locales y
sistémicas; pudiendo influir en los procesos
de inflamacién crénica asociada a la obesi-

dad y resistencia insulinica (25,20).

En pacientes con diabetes se ha descrito
descenso de las bacterias productoras de bu-
tirato como Roseburia intestinalisy F. praus-
nitzii; un aumento de Lactobacillus gasseri
(L. gasseri), Streptococcus mutans (S. mutans)
y ciertos Clostridium ademds de una mayor
proporcién de Proteobacterias y un incre-
mento de la expresién de genes de la micro-
biota envueltos en el estrés oxidativo e in-
flamacién (27,28). Cambios observados en
la composicién y funcién de la microbiota
se relacionan con un mayor riesgo de pade-
cer DM2, hecho vinculado particularmente
a un aumento en el nimero de Bacteroides
y Clostridium. Dentro de las evidencias a
destacar encontramos el aumento del ran-
go de Firmicutes/ Bacteroidetes en la porcién
distal del intestino, asi como el aumento en
la concentracién de patégenos oportunistas
y la produccién de endotoxinas de bacterias
Gram negativas (26,29). Diferentes estudios
en animales han evidenciado que cambios
en la microbiota son capaces de cambiar el
grado de inflamacién en tejido adiposo. Los

lipopolisacdridos (LPS) son un componente
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de la pared celular de las bacterias gram-
negativas, los cuales incrementan en sujetos

con una ingesta de grasa aumentada (29).

Se ha demostrado que tanto los LPS pro-
venientes de las membrana celulares de
las mismas bacterias Gram-negativas de la
microbiota intestinal, como los dcidos gra-
sos saturados de la dieta, pueden actuar a
modo de ligando de los recetores tipo to-
ll-like 4 (TLR4) y receptores tipo toll- like
2 (TRL2), los cuales a través de su activa-
cién conllevan a un aumento en la libera-
cién de citoquinas inflamatorias endégenas
relacionadas con el desarrollo de resistencia

a la insulina (30).

Tabaquismo: El tabaquismo en si es un
factor etioldgico para la diabetes tipo 2,
adicionalmente de los efectos sistémicos
que produce (estrés oxidativo, inflamacién
sistémica y disfuncién endotelial), se ha
asociado a la generacién de resistencia a la
insulina por metilacién de genes relaciona-
dos; GRBI10 (regula IR, tiene que ver con
la senalizacién Ras-MAPK), IGFIR (gen
para el receptor de IGF-1), PTP11 y ENPP1
(modulan la accién de la insulina),SHCI y
IRS1 (Sustratos para el receptor de la in-
sulina), SORBS1 (potencia la fosforilacién
mediada por insulina), PIK3R1 (Isoforma
de PI3K) (31,32).

Ademds, estd asociado a un dano directo a
la funcién de las células B pancredticas. Es-

tas células tienen receptores de acetilcolina

nicotinicos neuronales (nAChR). Tanto en
el caso de exposicién aguda (60 min) como
crénica (48h) a la nicotina, se produce dis-
minucidén de la secrecién de insulina de las
células B. Especificamente la exposicién a
concentraciones de nicotina superiores a 1
umol/L inhibe la secrecién de insulina en
las células de los islotes. La nicotina tam-
bién puede causar un aumento de la apopto-
sis, mediado a través de la via mitocondrial
y/o del receptor de muerte (33). El tabaquis-
mo prolongado destruye la parte exocrina
del pancreas y los islotes pancredticos se res-
tringen y luego se destruyen. El tabaquis-
mo se asocia de forma independiente con
un mayor riesgo de obesidad central (por
concentraciones mdas altas de cortisol). La
obesidad central es un factor de riesgo bien

establecido para la resistencia a la insulina y

la diabetes (31).

Complicaciones metabdlicas
Hiperglucemia

Cuando el cuerpo no logra compensar la
mala interaccién de la insulina con su re-
ceptor, se aprecian los efectos de hipoin-
sulinemia, como son la disminucién de la
internalizacién de la glucosa a las células
y la activacién de la gluconeogénesis y la
glucogendlisis, secundario a estos mecanis-
mos se genera un aumento en los niveles
de glucemia plasmdtica. Definimos valores

aumentados de glucemia cuando en ayu-



no supera los 100 mg/dL o los 140 mg/dL
postprandial, sin embargo, para el diag-
néstico de diabetes, estos valores deben
generar un impacto clinico en el riesgo
cardiovascular, lo que se conseguird a va-
lores mds altos, en base a esto definiremos
DM como la presencia de uno o mds de
los siguientes criterios: 1) glucosa plasma-
tica en ayuno 2126 mg/dL ( 27.0 mmol/L),
en dos ocasiones diferentes; 2) sintomas de
DM mis una glucemia aleatoria 2200 mg/
dL (211.1 mmol/L); 3) glucosa plasmdtica
2 horas posteriores a la ingesta de 75 g de
glucosa oral 2200 mg/dL (211.1 mmol/L);
4) hemoglobina Alc >6.5%, en un labora-
torio estandarizado (1,34,35).

El exceso de glucosa a nivel plasmdtico se
filtra por via renal, en donde se reabsorbe
gracias a la funcién tubular, sin embargo,
cuando se supera la capacidad reabsorbi-
da, la glucosa restante se eliminard por la
orina (glucosuria) y junto con ella se ge-
nerard por gradiente osmético una pérdi-
da de agua, generando volimenes de orina
mds abundantes (poliuria), esto impacta-
rd en una disminucién de la volemia y un
aumento de la osmolaridad plasmdtica,
lo que generard una activacién de los os-
morreceptores, gatillando el mecanismo
de la sed (polidipsia). El balance calérico
negativo, que resulta de la glucosuria y el
catabolismo tisular por perdida del eje in-
sulina/glucagén en estadios mds avanzados
conduce a un aumento del apetito y la in-

gesta de alimentos (polifagia) (34).
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Alteraciones del metabolismo lipidico

Se sabe que la insulina juega un rol impor-
tante en la inhibicién de la lipasa hormo-
sensible en adipocitos, por lo cual la desre-
gulacién de esta culmina en una actividad
incrementada de la lipasa hormonosensible
en adipocitos propiciando la sintesis de AG
en el tejido adiposo, mismos que posterior
a su movilizacién hacia el higado son em-
pleados para la sintesis de triglicéridos endé-
genos, detonando el posterior desarrollo de
hipertrigliceridemia y generando un estado
catabdlico que lleva a una pérdida de peso
corporal. Por otra parte tenemos un bloqueo
en la sintesis de dcidos grasos dada la menor
disponibilidad de NADPH trayendo como
consecuencia una disminucién en la sintesis
de malonil-CoA y 4cidos grasos en el higado,
a la vez que una acumulacién de acetoace-
til-CoA y acetil-CoA, este tltimo no puede
acceder al ciclo de Krebs, debido a la falta
de oxalacetato, el cual se estd empleando en
la gluconeogénesis, por lo ingresa a la ruta
de los cuerpos ceténicos, en general la pro-
duccién de cuerpos ceténicos es discreta,
puesto que los niveles de insulina que llegan
al higado son muy superiores al del tejido
periférico, sin embargo, cuando estos nive-
les son extremadamente bajos o inexistentes,
como ocurre en los diabéticos tipo 1 o ya
en las dltimas etapas de los diabéticos tipo
2 se producen cuerpos ceténicos en grandes
cantidades que pueden generar un cuadro de
cetoacidosis, sobre todo si la lipolisis es esti-

mulada por un estimulo adrenérgico (19).
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Hiperinsulinemia

La hiperinsulinemia corresponde a la se-
crecién de insulina basal elevada y/o esti-
mulada, esta se encuentra asociada con la
obesidad y se considera casi universal en la
antesala del desarrollo de DM2. Los niveles
circulantes de insulina se ajustan rdpida-
mente a modo de respuesta a la presencia de
nutrientes en la sangre, sobre todo gluco-
sa, y sufren alteraciones basales sostenidas
en respuesta a la demanda crénica (estados
constantes de hiperglucemia). La resistencia
periférica a la insulina estd muy relacionada
con niveles elevados circulantes de insulina,
y ambas caracteristicas estdn ligadas con
intolerancia a la glucosa (36, 37). La hiper-
insulinemia es una respuesta compensatoria
para prevenir la hiperglucemia cuando los
tejidos periféricos no logran captar el exceso

de glucosa debido a las condiciones resul-

tantes de la obesidad (37).

La evidencia clinica y experimental indica
que la hiperinsulinemia puede preceder y
promover tanto la obesidad, (debido a un
aumento en la recaptacién de lipidos por
parte del tejido adiposo comandada por
esta) como la RI o la disglucemia (38). La
glucosa es claramente un secretagogo de in-
sulina dominante en las células B adultas,
otros azlicares y sustratos que no son carbo-
hidratos también pueden provocar una se-
crecién significativa de insulina en algunas
condiciones. Se ha visto que los 4cidos gra-

sos libres pueden estimular de forma aguda

la secrecién de insulina en algunos indivi-

duos, ya sea solos o en el contexto de niveles

elevados de glucosa (39, 40).

Se ha demostrado que la exposicién prolon-
gada a altos niveles de lipidos también pue-
de aumentar el nimero de células B e indu-
cir hiperinsulinemia en ayunas en algunos
modelos de roedores. De manera similar, se
considera el papel de algunos aminodcidos
en la secrecién aguda y crénica de insuli-
na. Ejemplo de ello es la arginina que es un
secretagogo de insulina conocido empleado
para estimular “al mdximo” la secrecién de
insulina en un entornos clinicos. Asi mismo
los niveles circulantes elevados de aminoa-
cidos de cadena ramificada se asocian con
la sobre nutricién, obesidad y diabetes tipo
2. El perfil metabdlico de 2422 individuos
de Framingham Offspring identific6 nive-
les elevados de cinco aminodcidos aromdti-
cos y de cadena ramificada (isoleucina, leu-
cina, valina, tirosina y fenilalanina) que se

asociaron significativamente con la diabetes

posterior. (41, 42, 43).

Complicaciones estructurales

Las complicaciones estructurales se dan prin-
cipalmente por un fenémeno denominado
glucotoxicidad, la cual puede generar dano
celular directo mediado por radicales libres
(ROS) o alteraciones osméticas, o dafio in-
directo debido a alteraciones en las protei-

nas, fenémeno conocido como glicosilacién



proteica. Adicionalmente los pacientes con
diabetes suelen presentar trastornos lipidos
que pueden generar complicaciones princi-
palmente macrovasculares. La cantidad de
alteraciones que podemos ver en los pacientes
con diabetes es muy amplia, por lo que para
su comprension es mejor realizar una clasi-
ficacién, teniendo complicaciones microvas-
culares, en donde englobamos retinopatia,
nefropatia y neuropatia, y complicaciones
macrovasculares, las que son secundarias al
dano de las paredes vasculares (aneurismas y

ateromatosis).
Glucotoxicidad

El aumento de la concentracién de glucosa
intracelular produce un estimulo en la oxi-
dacién de la glucosa en el ciclo de los dcidos
tricarboxilicos, aumentando la concentra-
cién de NADH y FADH2, con aumento del
flujo de estos a través de la cadena trans-
portadora de electrones, produciéndose de
esta manera un alto potencial de membrana
mitocondrial, lo cual inhibe el transporte
de electrones a nivel del complejo 111 y ge-
nera un aumento en la vida media de ROS
intermedios de la coenzima Q, mismos que
dan lugar a un incremento en la conversién
de oxigeno a radicales superéxido. Estos
radicales superéxido al encontrarse aumen-
tados se van a encargar de inhibir la enzi-
ma gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), implicada en la conversién de
gliceraldehido a difosfogliceraldehido en el

metabolismo de la glucosa, produciendo de
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esta manera un aumento en la cantidad de

precursores en la via glucolitica (44).

Cuando se genera hiperglucemia crénica,
los 6rganos que no requieren insulina para
la captacién de glucosa ven incrementada
su ruta metabdlica, la via del sorbitol. La
presencia de sorbitol; caracterizado por no
difundir ficilmente a través de las mem-
branas celulares; genera un efecto osmético
detonando edema celular. En esta via la glu-
cosa es reducida irreversiblemente a sorbitol
por la aldosa reductasa para lo que requie-
re como coenzima a NADPH. El sorbitol
es transformado en fructosa por la sorbitol
deshidrogenasa formando NADH. La dis-
minucién de la concentracién de NADPH
en el organismo imposibilita el actuar de la
enzima 6xido nitrico sintasa, lo que dismi-
nuye la generacién de 6xido nitrico, la ac-
tividad de la glutatién reductasa (se afecta
la capacidad celular de regenerar los niveles
de glutatién reducido el cual es un impor-
tante antioxidante intracelular) y la catalasa
lo que lleva a la deficiencia de los sistemas

antioxidantes (44).

La acumulacién de fructosa genera un aco-
plamiento entre la glucélisis y la via del
sorbitol, lo que lleva a la acumulacién de
intermediarios de la glucélisis capaces de
glicar proteinas y generar estrés oxidativo,
a aumento de la relacién NADH/NAD+, a
la inhibicién de G3PDH llevando a la acu-
mulacién de glucosa 3 fosfato. También se

acumula fructosa-3-fosfato en el cristalino
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y los eritrocitos con capacidad de glicar pro-
teinas (45). La glicacién es un proceso donde
hay una modificacién de proteinas inducida
por carbohidratos formando productos de
glicacién avanzada conocidos como AGE:s.
Primero se producen los Amadori cuan-
do reaccionan los grupos carbonilos de los
carbohidratos con los grupo amino de las
proteinas, a partir de ellos se forman com-
puestos como la 3-desoxiglucosona, el me-
tilglioxal y el glioxal (precursores de AGEs),
los cuales son muy reactivos y pueden com-
binarse con las proteinas produciendo su
agregacién y pérdida de funciones bi6logas

(44, 45).

Los AGEs se pueden acumular en las histo-
nas de las células pancredticas produciendo
efectos daninos en la proliferacién celular y
expresion génica lo que lleva a un desgaste
de los islotes. Estos mecanismos explicarian
las complicaciones microvasculares que pro-
duce la hiperglucemia que se relacionan con
el dano al endotelio y el musculo liso de la
microvasculatura. Este tipo de complicacio-
nes emergen por influencias genéticas, tras-
tornos metabdlicos y hemodindmicos que
llevan al engrosamiento de las membranas
basales de los capilares, angiopatia oclusiva,
hipoxia y dafio del tejido. Se pueden iniciar
cinco o diez afos después de manifestarse la
enfermedad (46). La hiperglicemia también
puede generar complicaciones macrovas-
culares, caracterizadas por aterosclerosis y
enfermedad isquémica del corazén (47). De

forma aguda la hiperglucemia puede desem-

bocar en cetoacidosis que se provoca cuan-
do el organismo no cuenta con suficiente
cantidad de insulina para poder ocupar a
la glucosa como combustible, por lo que se
comienzan a usar dcidos grasos generando

como producto residual cetonas (47).

El RAGE es el receptor para los AGEs, a
él se pueden unir mualtiples ligandos ya que
reconoce estructuras tridimensionales, estd
expresado en la mayoria de los tejidos (48).
La interaccién AGE-RAGE induce la acti-
vaciéon de NF-KB a través de varias vias de
sefalizacién. Esto genera el paso de NF-KB
del citoplasma al nuicleo donde favorece la
expresién de moléculas de adhesién vascu-
lar. Adem4ds, también actiia como un meca-
nismo de retroalimentacién positiva para la
expresion de mds RAGEs. Esto deriva, en
el tejido conectivo a la expresién de coldge-
no, a la proliferacién de células musculares
lisas, quimiotaxis y en la expresién de mo-
léculas proinflamatorias, protrombdticas y
estrés oxidativo mediante la activacién de la
NADPH oxidasa aumentando las especies

reactivas de oxigeno (48, 49, 50).

Se ve facilitada la adhesién de monocitos y
la migracién hacia el espacio subendotelial y
su diferenciacién en macréfagos. Los AGEs
aumentan la expresién de receptores de LDL
oxidadas en estos, lo que resulta en una ma-
yor transformacién a células espumosas que
se acumulan formando estrias grasas en la
pared de los vasos. En la retinopatia dia-

bética proliferativa la activacién de RAGE



en la glia de Miiller resulta en la activacién
de ERK 1/2 y la produccién posterior de
citocinas inflamatorias, lo que implica un
papel critico de RAGE en la neovasculari-
zacién y la seleccién de células inmunes en
las capas de la retina. Otras consecuencias
de los efectos nocivos de RAGE en la reti-
nopatia diabética incluyen la rotura de la

barrera hematorretiniana y el aumento de

leucotaxis (49, 50).

Fisiopatologia de la retinopatia
diabética

La microangiopatia diabética afecta pri-
mero y especificamente a la retina y estd
relacionada con el tiempo de evolucién de
la DM y su control metabdlico. La hiper-
glicemia mantenida lleva a la formacién de
AGEs que pueden acumularse en proteinas
del cristalino y en las membranas basales de
los capilares retinales, en el cristalino gene-
ran su opacidad y la formacién de cataratas.
Lo primero que sucede es un aumento de
endotelina 1 que disminuye el flujo capilar
causando isquemia, los pericitos responden
produciendo factor de crecimiento vascular
y luego mueren por destruccién por sorbi-
tol y AGEs, luego la membrana basal de los
capilares retinianos aumenta su permeabi-
lidad al ser glicosilada, permitiendo salida
de plasma rico en lipoproteinas que forman
exudados céreos, que si estdn cerca de la
midcula pueden disminuir la agudeza visual.
La pérdida de los pericitos debilita la pared

capilar que puede agrietarse y formar micro-
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hemorragias, esta debilidad también causa
microaneurismas en los cuales se pueden
formar microtrombos que pueden ocluir los
capilares y generar isquemia retinal (figu-
ra 2) (51, 52). Esto sumado a problemas en
el flujo capilar lleva a microinfartos que se
ven como exudados algodonosos en el exa-
men de fondo de ojo. El tejido retinal en
respuesta a la isquemia produce VEGF para
estimular el crecimiento de vasos de neo-
formacién que invaden el cuerpo vitreo, al
romperse pueden causar hemorragia vitrea

que lleva a la ceguera (52).
Nefropatia diabética

Efectos de la hiperglucemia a nivel renal:
Las células del parénquima renal son espe-
cialmente sensibles a la aparicién de hiper-

glucemia (53).
1-Alteraciones hemodindmicas

Activacién del feedback (retroalimentacién)
tabulo glomerular y del sistema renina an-
giotensina aldosterona (SRAA).

Sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA): La hiperglucemia estimula la ex-
presién de renina y angiotensindgeno en las
células mesangiales y tubulares; hecho que
puede ser comandado por un aumento en
la absorcién de sodio (censado por la mi-
cula densa actuando como detonante) pro-
ducto de la mayor reabsorcién de glucosa

plasmdtica a nivel tubular y la disminucién
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de la volemia circulante debido a la poliuria
constante en el paciente diabético; efecto
neto que resulta en un aumento en la dis-
ponibilidad de angiotensina II que se en-
carga de inducir la expresién de citoquinas
y factores de crecimiento a través de distin-
tas vias autocrinas y paracrinas, elevando la

produccién de factores inflamatorios y pro-

fibréticos (figura 2) (54).

Retroalimentacion tubuloglomerular: Cuando el
filtrado glomerular se eleva de manera exa-
cerbada se produce un aumento del apor-
te de sodio a los segmentos distales, even-
to identificado por las células de la macula
densa que ante dicho estimulo produce li-
beracién local de adenosina, que genera va-
soconstriccién de la arteriola aferente y con

ello una disminucién en la tasa de filtracién

glomerular (TFG) (55).

En el caso de personas con DM2 mal con-
trolada se genera hiperglucemia, la que au-
menta las concentraciones de glucosa en
el filtrado glomerular, con mayor aporte
al TCP, estimulando los transportadores
SGLT 1 y SGLUT 2, quienes mediante su
mecanismo de cotransporte generan reab-
sorcién de glucosa acoplada a sodio; esto
reduce la concentracién de sodio en la luz
tubular, y su aporte de sodio a los segmen-
tos distales por lo cual ante esta accién la
miacula densa reacciona liberando éxido
nitrico y prostaglandina E2 vasodilatando
la arteriola aferente, lo que conlleva a un

aumento del flujo sanguineo glomerular,

hiperfiltracién e hipertensién intracapilar
(55). A nivel renal estos cambios se traducen
en depdsitos de matriz extracelular, engro-
samiento de la membrana basal glomerular,
cambios proliferativos, atrofia tubular, que
finalmente se traducen en fibrosis intersti-

cial y glomeruloesclerosis (figura 2) (54).

2-Efecto metabdlico y rol de los factores
de crecimiento en la progresiéon de la ne-

fropatia diabética

El TGF-B se encuentra débilmente expre-
sado en un glomérulo renal normal. En la
diabetes, la hiperglicemia, proteina kinasa
C, AGEs, especies reactivas del oxigeno y
angiotensina II se van a encargar de esti-
mular la expresién de éste, principalmente
en células renales, mesangiales y del tabulo
contorneado proximal. Este factor de creci-
miento juega un rol importante en la pro-
gresion de la nefropatia ya que promueve la
formacién de tejido fibrético en las células
tabulo-intersticiales por medio de la acu-
mulacién de coldgeno, fibronectina y lami-
nina. Estos eventos inhiben la accién de co-
lagenasas y disminuye la accién del sistema

inmunolégico (56).

El CTGF es otro elemento de la patogenia
de la nefropatia como respuesta a la expre-
sion del TGF-B. Ambos factores previa-
mente mencionados se encargan de inducir
la produccién de matriz extracelular, proli-
feracién celular, supervivencia y adhesién.

Ademds, la mayor expresién de factor de



crecimiento de tejido conectivo induce a la
activacién de TGF-B, generando un efecto
de retroalimentacién positiva para la pro-
duccién y acumulacién de tejido fibrético
en células renales. El VEGF juega su rol
en la produccién de nuevos vasos sangui-
neos, crecimiento de vasos ya existentes y
en el desarrollo de la nefropatia diabética,
aumentando su expresién por el TGF-B y
angiotensina II que se ven aumentadas en
las condiciones previamente mencionadas.
El VEGF se encuentra principalmente en
podocitos, tabulos colectores y tdbulos con-
torneados distales y ha sido encontrado en
hipertrofia glomerular y renal, asi como en

la hiperfiltracién como respuesta a la diabe-

tes (56, 57).
Fisiopatologia de la neuropatia diabética

Esta complicacién afecta primero a las fi-
bras sensitivas, autonémicas y después a las
motoras del SNP de forma distal en extre-
midades inferiores. Es el principal factor de
riesgo para el desarrollo de tlceras y, por
tanto, de amputaciones. La neuropatia dia-
bética progresiva implica la retraccién y la
“muerte” de los axones sensoriales termina-
les en la periferia, con una preservacién re-

lativa de los soma en un patrén de “guantes

y calcetines” (58, 59).

La afectacién de las fibras sensitivas lleva
a pérdida de la sensibilidad termoalgésica,
vibratoria y propioceptiva, la alteracién de

las fibras motoras lleva a la pérdida de la
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mantencién de una posicién correcta de las
articulaciones y una buena distribucién de
presién que lleva a atrofia muscular, defor-
midades éseas y alteracién de la marcha. La
lesion de las fibras autonémicas desregula el
flujo sanguineo y disminuye la sudoracién
que puede llevar a la formacién de fisuras

en la piel (59).

El aumento de los AGEs afecta al coldge-
no tisular, lleva a lesiones microvasculares
y aumenta la permeabilidad vascular. El au-
mento de la via del sorbitol aumenta el es-
trés oxidativo en los nervios periféricos que
aumenta el paso de lipidos que conduce a
isquemia e hipoxia de estos. El aumento de
NADP+ impide la regeneracién del gluta-
tién lo que lleva a dano oxidativo del axén y
las células de Schwann. Ademis, el metabo-
lismo glucidico se desvia a DAG que activa
la PKC, que induce la produccién de facto-
res proinflamatorios (97,98). La interaccién
AGE-RAGE genera que los macréfagos fa-
gociten a la mielina que ha sido glicosilada.
En las neuronas auténomas se oxida el canal
alfa de sodio por lo que pierden la capaci-

dad de generar potenciales de accién porque

hay un déficit de NADPH (figura 2) (51).
Macroangiopatias

La macroangiopatia diabética consiste en el
dano producido a los vasos de mayor calibre
del organismo, principalmente a través de
aterosclerosis de progreso acelerado con un

dano mds extenso y difuso en muchos te-
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rritorios arteriales. Ademads, existe una falla
en la vasculogénesis que lleva a la formacién
de menos vasos colaterales en respuesta a la
isquemia. La rotura de placa y formacién
de trombos es mds prevalente, por lo que
conlleva a mas ACV, insuficiencia cardia-
ca y sindromes coronarios agudos que co-
rresponden a un 70% aproximadamente
de las muertes en pacientes diabéticos. La
acumulacién intravascular de lipidos y de-
tritos celulares caracteriza la formacién de
la placa aterosclerética. Sin embargo, la hi-
perglucemia, la resistencia a la insulina y la
inflamacién crénica son procesos clave que
promueven el desarrollo y la progresién de
la aterosclerosis en la diabetes, mediante

multiples vias de senalizacién (60).

La aterosclerosis comienza por la adhesién
de monocitos a células endoteliales que lue-
go migran al subendotelio y se diferencian
en macréfagos. La acumulacién de lipidos
hace que el LDL se oxide y se genere una res-
puesta inflamatoria. Los macréfagos captan
el LDL oxidado y se transforman en células
espumosas que se acumulan en la pared de
los vasos formando la placa ateroescleréti-
ca. La inflamacién lleva a la secrecién de
factores de crecimiento que estimulan la
proliferacién de las células musculares lisas
vasculares que forman una capa fibrosa. La
acumulacién continua de macréfagos, lin-
focitos, lipidos y matriz de tejido conectivo,
rodeada por la capa fibrosa, representa la
placa aterosclerética madura. La capa sepa-

ra la circulacién del sistema de coagulacién

por lo que su estabilidad es un factor critico
en que se genere la rotura de la placa. La
RI en los macréfagos estimula la apoptosis
y promueve la formacién de un nicleo ne-

crético en placas aterosclerédticas avanzadas

(figura 2) (61).

En la DM, se genera una reduccién en la
resistencia de la capa fibrosa, lo que puede
aumentar la probabilidad de rotura (3). Tam-
bién se asocia con un estado de hipercoagu-
labilidad, con niveles aumentados de PAI-1 y
disminucién de tPA, cambios asociados con
una mayor propension a la formacién de cod-
gulos ya que las plaquetas estdn hiperfuncio-
nales (62). La hiperglucemia induce ROS, lo
que promueve la disfuncién vascular. El es-
trés oxidativo promueve la inactivacién y la
reduccién de la biodisponibilidad de NO, el
aumento de la proliferacién de células mus-
culares vasculares, la adhesién de macréfa-
gos, la apoptosis y remodelacién vascular y
mejora la activacién plaquetaria. También
puede conducir a una mayor produccién de
LDL oxidada en la pared del vaso (63). Ade-
mds, aumenta la produccién de DAG a partir
de glucosa, aumentando asi la activacién de
PKC, la que fosforila varias proteinas diana y
afecta la permeabilidad vascular, disminuye
la produccién de NO y promueve la sintesis
de matriz extracelular, el crecimiento celu-
lar, la adhesién de leucocitos y la activacién
de citocinas. Ademads, aumenta el estrés oxi-
dativo mediante la activacién de NADPH

oxidasa, disminuyendo la produccién de NO

(figura 2) (64, 65).



El aumento de la actividad de la aldosa re-
ductasa y la via de los polioles, debido a la
alta afluencia de glucosa, da como resultado
la acumulacién téxica de compuestos como
el sorbitol que genera ROS y promueve la
vasoconstriccién (66). Los niveles altos de
glucosa y el estrés oxidativo aumentan las
interacciones AGE-RAGE, alterando la se-
fializacién celular, promoviendo la expre-
sién génica y mejorando el reclutamiento
de leucocitos y la liberacién de moléculas
proinflamatorias y de adhesién. AGE gene-
ra ROS estimulando la actividad oxidasa de
NADPH, reduciendo la actividad de eNOS
y la produccién endotelial de prostaciclina.
Ademds, se activa NF- KB mediador clave

de la respuesta inflamatoria (67, 68).

La via PI-3K de la cascada de sehalizacién
de la insulina, pero no MAP-K, es resistente
a la estimulacién por insulina, lo que re-
sulta en una activacién preferencial de la
via MAP-K. La sefnalizacién de MAP-K en
pacientes con Rl tiene propiedades aterogé-
nicas y mitogénicas que conducen a la ate-
rosclerosis, mientras que los efectos antiin-
flamatorios y antiaterogénicos de los niveles
fisiolégicos de insulina, que dependen de
la via PI-3K, se pierden. La via de MAP-K
que regula la secrecién del vasoconstrictor
endotelina-1 (ET-1) del endotelio (69). La
produccién de NO es mediada por la via de
transduccién de la senal PI-3K y, por lo tan-
to, se ve afectada en los estados de resisten-
cia a la insulina, lo que promueve la disfun-

cién endotelial y la aterosclerosis acelerada.
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La RI puede promover la aterosclerosis al
alterar procesos sistémicos como la dislipi-
demia y la hipertensién. En los macréfagos
el deterioro de la senalizacién de la insulina
y los niveles elevados de AG promueve la
apoptosis en las lesiones aterosclerdticas. La
dislipidemia es un hallazgo comutn en per-
sonas con DMT2, que tipicamente tienen
concentraciones plasmdticas elevadas de TG
y niveles plasmdticos bajos de HDL-C (70).
Adicionalmente pueden tener LDL peque-
fias y densas mds aterogénicas. El aumento
de la grasa hepdtica afecta la capacidad de
la insulina para regular la gluconeogénesis
(71). Los FFA pueden reducir la produccién
de NO a través de la estimulacién depen-
diente de PKC de NADPH oxidasa, aumen-
tando también la produccién de ROS. La
FFA elevada aumenta los marcadores de ac-
tivacién endotelial como ICAM-1, VCAM-
1 y mieloperoxidasa, y puede facilitar el

dano endotelial al aumentar la apoptosis

(72).
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La macroangiopatia diabética consiste en
un dafo producido a los vasos de mayor ca-
libre del organismo guiado por el aumen-
to en la generacién de AGES, reduccién en
la produccién de NO y el aumento en las
deposiciones intravasculares de lipidos que
acarrean el desarrollo de una aterosclerosis
de progreso acelerado con un dafio més ex-

tenso y difuso en muchos territorios arteria-

les. En la neuropatia diabética aumenta la
via del sorbitol lo que aumenta el estrés oxi-
dativo en los nervios periféricos, mientras
que el aumento de NADP+ impide la rege-
neracién del glutatién lo que lleva a dano
oxidativo del axén y las células de Schwann.
Se produce un aumento en la produccién
de factores proinflamatorios e incrementa

la interaccién AGE-RAGE que genera que



los macréfagos fagociten a la mielina que ha
sido glicosilada. En la nefropatia diabética
la lesién mesangial comandada via AGES/
ROS se subdivide en un efecto hemodind-
mico y uno metabdlico. El hemodindmico
produce aumento de la permeabilidad glo-
merular lo que implica una posterior activa-
cién del eje renina angiotensina aldosterona
y aumento de la proteinuria mientras que el
metabdlico produce un aumento en la ge-
neracién de factores de crecimiento, ambas
rutas confluyen en el desarrollo de fibrosis
a nivel glomerular con el desarrollo con-
comitante de Enfermedad Renal Crénica.
En la retinopatia diabética la hiperglicemia
mantenida lleva a la formacién de AGEs
que se acumulan en proteinas del cristali-
no y en las membranas basales de los capi-
lares retinales. Se produce un aumento de
endotelina 1 que disminuye el flujo capilar
causando isquemia, los pericitos responden
produciendo factor de crecimiento vascular
y luego mueren por destruccién por sorbi-
tol y AGES, luego la membrana basal de los
capilares retinianos aumenta su permeabi-
lidad al ser glicosilada, permitiendo salida
de plasma rico en lipoproteinas que forman
exudados céreos, que si estdn cerca de la
midcula pueden disminuir la agudeza visual.
El tejido retinal en respuesta a la isquemia
produce VEGF para estimular el crecimien-
to de vasos de neoformacién que invaden
el cuerpo vitreo, denotando el inicio de
una fase proliferativa en la cual la rotura
de los vasos de neoformacién puede causar

hemorragia vitrea que lleva a la ceguera.

Jerez et al. Fisiopatologia y alteraciones clinicas de la
diabetes mellitus tipo 2: revision de literatura

Productos de glicacién avanzada (AGES);
Receptores para compuestos de glicosila-
cién avanzada (RAGE); Especies reactivas
del oxigeno (ROS); Oxido nitrico (NO);
Accidente cerebrovascular (ACV); Eje reni-

na-angiotensina-aldosterona (RAA); Enfer-
medad renal crénica (ERC).

Otras complicaciones

Sindrome de Ovario poliquistico: El de-
sarrollo del sindrome de ovario poliquistico
estd dado principalmente por el progresivo
avance de la RI que expresa una hipersecre-
cién de insulina compensatoria acompana-
da de una menor depuracién de dicha hor-
mona. El aumento en las concentraciones
de insulina produce una mayor produccién
de andrégenos debido a que aumenta la fre-
cuencia de pulsos por parte de la hormo-
na luteinizante (LH). De igual manera este
aumento promueve una mayor secrecién de
andrégenos por parte del ovario y las gldn-
dulas suprarrenales y disminuye la sintesis
hepdtica de la SHBG (globulina trasporta-
dora de hormonas sexuales) aumentando la

fraccién libre de andrégenos y su actividad

biolégica (73, 74).

Higado graso: En la actualidad aproxima-
damente un 70% de los pacientes que pade-
cen DM2 tienen higado graso no alcohdli-
co, por lo que es una de las complicaciones
mds habituales. Incluye desde la esteatosis
hepdtica hasta la esteatohepatitis no alco-

hélica y puede progresar a cirrosis hepdtica
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si se genera un proceso fibrético o cdncer
hepdtico, ademds aumenta el riesgo de desa-

rrollar enfermedad cardiovascular (75).

El higado graso no alcohélico se caracteriza
por una acumulacién grasa dentro del hepa-
tocito provocado por la resistencia a la insu-
lina (la insulina no genera su efecto supre-
sor de la lipolisis) que aumenta el flujo de
dcidos grasos libres desde el tejido adiposo
al higado. Estos lipidos ademds pueden cau-
sar lipotoxicidad hepdtica contribuyendo al
desarrollo de esta condicidn, por ejemplo,
el dcido palmitico aumenta la apoptosis de
los hepatocitos. La esteatosis hepdtica puede
contribuir adin mds a la patogénesis de la
DM2 al exacerbar la resistencia a la insulina
ya que el higado comienza a secretar pro-
teinas diabetogénicas como la fenitoina-A,
el factor de crecimiento de fibroblastos y la

proteina unida a retinol. (75, 76).

Bases fisiopatoldgicas del tratamiento
Nutricion

La pérdida de peso se ha asociado con una
mejora en el control glucémico y en otros
factores cardiovasculares asociados a la
DM2, por lo que la terapia nutricional es
un pilar fundamental en el tratamiento de
esta patologia. La terapia de nutricién mé-
dica TNM es descrita como una terapia
intensiva de nutricién que estd enfocada y

estructurada para ayudar a cambiar la con-

ducta alimentaria de los pacientes con dia-
betes. Su objetivo principal es lograr y man-
tener un control glucémico 6ptimo y una
mejora metabdlica mediante elecciones de
alimentos saludables considerando las nece-
sidades, preferencias y estilo de vida de los
pacientes. Su uso adecuado demostré una
reducciéon de la HbAlc del 0,5-2% vy es par-
ticularmente beneficioso después del diag-
néstico inicial de la patologia en pacientes
con control glucémico deficiente. Para su
implementacién requiere de una evaluacién
integral del patrén de alimentacién del in-
dividuo, sus necesidades y estado nutricio-
nal. Es importante para la eleccién de un
plan nutricional considerar la composicién
de los macronutrientes ya que tienen dife-

rentes impactos en la glucemia (77).

Carbohidratos: Se recomienda reducir la
carga glucémica total de carbohidratos y su
indice glucémico (IG), que se refiere a la ca-
pacidad que tienen los carbohidratos de in-
crementar la glucemia en sangre, por lo que
un carbohidrato con bajo indice glucémico
aumenta lentamente la glucosa en sangre.
Una dieta baja en carbohidratos, baja en
grasas saturadas y alta en grasas insaturadas
logra mayores mejoras en el perfil lipidico,
la glucemia y una reduccién en el nime-
ro de medicamentos utilizados. Se aconseja
reducir los carbohidratos totales a 40-45%
de la ingesta calérica diaria total favorecien-
do los que tengan un IG mds bajo, ya que
muestran mejores efectos en disminuir la

glucemia. Ademds, estos alimentos suelen



tener un mayor contenido de fibra. La cual
se recomienda aumentar ya que tiene bene-
ficios en la saciedad, tiempo de trdnsito gas-
trointestinal y la glucemia. Se recomiendan
14 ¢ de fibra por 1000 calorias. Se deben
limitar los azdcares anadidos en la dieta, la
ingesta excesiva de bebidas azucaradas con
gran contenido de fructosa influye negati-
vamente generando mds depdsito de grasa
visceral, disminuyendo la sensibilidad a la
insulina y aumentando la lipogénesis de

novo (77).

Un error comun es considerar que la fruc-
tosa es mejor carbohidrato que la glucosa ya
que posee un IG mds bajo, pero en la actua-
lidad se sabe que la fructosa es altamente
adipogénica, por lo que su abuso lleva de
igual forma a la resistencia a la insulina,
ademds en el higado, la fructosa experimen-
ta un metabolismo intermedio de tres pasos
que genera triosas-fosfatos que se unen a la
via de la glucélisis, por lo que la fructosa
induce muy poca secrecién de insulina (78).
Lipidos: Es mds importante el tipo de gra-
sa que la cantidad ingerida. El consumo de
dcidos grasos poliinsaturados protege con-
tra la mortalidad por ECV en pacientes con

diabetes (77).

Proteinas: No se recomienda la restriccién
de proteinas ya que los pacientes diabéticos
(especialmente los mal controlados) pierden
mds rdpido una cantidad significativa de
masa muscular a medida que envejecen. Los

pacientes que se encuentran en una dieta
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hipocalérica deben aumentar su ingesta de
proteinas. La ingesta de proteinas no debe
ser menor a 1,2 g/kg de peso corporal, apro-
ximadamente 20-30% del total de calorias

diarias (77).

Férmula nutricional especifica para dia-
betes: Una férmula EN que contiene cargas
altas en proteinas y bajas en carbohidratos
puede mejorar significativamente el control
de la glucosa en sujetos con diabetes tipo 2
en entornos ambulatorios, como lo demues-
tra el control mejorado de la glucosa obser-
vado sin una diferencia significativa en la

respuesta a la insulina (79).

Patrones dietarios: El patrén dietético es
una combinacién general de alimentos be-
neficiosos que se consumen habitualmente,
que juntos producen efectos sinérgicos para
la salud. Los patrones dietéticos saludables
son comudnmente ricos en frutas, verduras,
nueces, legumbres, pescado, productos ldc-
teos y aceites vegetales y bajos en carnes ro-
jas, carnes rojas procesadas, granos refina-

dos, sal y aztcar agregada (77).

Ejemplos de patrones dietéticos son: 1)
Bajo en carbohidratos, 2) Bajo en IG, 3)
Alto en fibra, 4) Alto en proteinas, 5) Vege-
tariano; Genera una reducciéon del 0,39%
de la HbAlc, pero no tiene efecto sobre la
glucemia en ayuna. (1) La carne tiene una
alta cantidad de grasas saturadas que pue-
den desencadenar apoptosis de las células

beta humanas y se asocian negativamente a
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la secrecién de insulina, la ingesta elevada
de proteina animal puede inducir RI, 6)
Mediterrdneo: Es el que logra el mdximo
beneficio en el control glucémico, reduce
la HbAlc en un 0,3-0,47% vy tiene efec-
tos beneficiosos cardiovasculares, mejo-
ra la sensibilidad a la insulina y reduce la
oxidacién e inflamacién, 7) Dieta DASH
(enfoques dietéticos para detener la hiper-
tensién): Mejoran significativamente el
control glucémico y los pardmetros cardio-
metabdlicos y marcadores de inflamacién
(77, 80). Adicionalmente a lo mencionado
anteriormente, cabe destacar que la evi-
dencia actual sugiere que la hora del dia en
que se consume la comida puede afectar el
control glicémico. Comer una comida rica
en carbohidratos por la noche produce un
aumento de la glucemia postprandial en
comparacién con una comida por la ma-
fiana y comer alimentos con IG bajo por
la manana mejora la respuesta glucémica.
Ademds, el consumir las grasas y proteinas
con los alimentos en un orden de presenta-
cién especifico puede reducir la respuesta
glucémica. Se encontré que la ingestion de
grasa en forma de aceite de oliva, media
hora antes de una comida de papa, atentia
la glucosa e insulina posprandial en los
diabéticos tipo, también se encontré que
la proteina de la leche administrada como
una precarga antes de consumir pan en
lugar de la cogestién de ambos alimentos,
redujo significativamente la glucemia pos-

prandial y la insulinemia (81).

Ejercicio

Un estilo de vida sedentario es un factor de
riesgo para la DM2, el estudio de salud de
la mujer y en el estudio de factores de riesgo
de enfermedad cardiaca isquémica de Kui-
pio, mostré una reduccién del 34% y una
reduccién del 56% del desarrollo de DM2
en participantes que caminan de 2 a 3 ho-
ras a la semana o al menos 40 minutos a la
semana, respectivamente (1). Hay tres bene-
ficios principales de la actividad fisica sobre
el retraso del inicio de la DM2: 1) La con-
traccién de las células del musculo esquelé-
tico induce un aumento del flujo sanguineo
hacia el musculo, lo que mejora la captacién
de glucosa del plasma; 2) La actividad fisi-
ca reduce la notoria grasa intraabdominal,
que es un factor de riesgo conocido que pro-
mueve la RI; 3) El ejercicio de intensidad
moderada mejora la captacién de glucosa en
un 40%. (82, 83, 84). La actividad fisica
mejora la captacién de glucosa y la sensi-
bilidad a la insulina, pero también puede
mejorar o incluso revertir la inflamacién y

el estrés oxidativo, que son factores predis-

ponentes a la DM2 (83).

En sujetos con DM2 la dieta y el ejercicio
fisico EF producen pérdida de peso, lo que
favorece la reduccién del uso y la dosifica-
cién de firmacos de manera significativa.
Dentro de los efectos positivos de la acti-
vidad fisica en pacientes con DM podemos
encontrar; mejorfa de la sensibilidad a la

insulina, lo que disminuye la insulinemia



basal y posprandial; aumento en la utiliza-
cién de glucosa por parte del musculo, de-
bido a que incrementa su demanda energé-
tica contribuyendo a evitar la hiperglucemia
(siendo destacables los ejercicios de fuerza
muscular por sobre los aerébicos dado que
este aumenta en mayor medida la masa
magra, la calidad muscular y la fuerza por
unidad de volumen) mejoran y cambian las
caracteristicas de la fibra muscular adem4s
las respuestas mediadas por la contraccién
local, pueden aumentar la sefalizacién in-
tracelular, llevando a incrementos de los
transportadores GLUT4 de membrana y
sensibilidad a la insulina; reduccién de las
necesidades diarias de insulina, mejoria en
los estados de hipercoagulabilidad y las al-
teraciones de la fibrinolisis debido a una re-
duccién en la sintesis de fibrindgeno a nivel
hepdtico; mejoria de la respuesta anormal
de las catecolaminas al estrés, aumento del
gasto energético y de la pérdida de grasa,
que contribuye a controlar el peso corpo-
ral y evita la obesidad. Otros beneficios del
EF en el diabético son aumento de la fuerza
dsea, minimizacién de la sarcopenia, mejo-
ra el balance corporal, reduce el riesgo de
caidas, disminuye la presién arterial y en
menor medida el colesterol, LDL, triglicéri-
dos y aumenta el HDL (84, 85).

Uno de los mecanismos planteados para
explicar como la contraccién muscular au-
menta la captacién de glucosa, es el trans-
porte de glucosa activado por la AMPK y la

proteina cinasa 1 dependiente de Ca2+/Cal-
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modulina (CaMK1). El mecanismo de ac-
cién de este proceso puede ser descrito por
medio de la siguiente secuencia: 1) Las con-
tracciones musculares incrementan tanto la
relacion AMP/ATP, como las concentracio-
nes de Ca2+/calmodulina al interior celular;
2) Por un lado, el ’AMP activa a la cinasa
de la AMPK (AMPKK) y a la AMPK, y de
manera adyacente, el aumento del Ca2+ y
del complejo Ca2+/ calmodulina citoplds-
micos, activan a la CaMKIK (se sugiere
que la AMPKK y CaMKIK puedan ser la
misma enzima); 3) en conjunto el 5-AMP
como el AMPKK y CaMKIK activan a la
AMPK; 4) La AMPK incrementa la trans-
cripcién de GLUT-4 y la hexocinasa y por
mecanismos aun no bien esclarecidos y la
translocacién de GLUT- 4; 5) Finalmente,
el aumento en la transcripcién de GLUT-
4, de la hexocinasa y de la translocacién de
GLUT-4, producen un incremento en el

transporte y fosforilacién de la glucosa (86).

Un estudio realizado el afno 2010, en j6-
venes sanos, los cuales fueron sometidos a
entrenamiento fisico en estado de ayuno
o bien con aporte de dieta hipercalérica:
obtuvieron que el entrenamiento fisico en
ayuno aumentd significativamente la canti-
dad transportadores Glut-4 en un 28% y la
fosforilaciéon de la AMP-Kinasa en un 25%,
la traslocasa/CD36 en un 30% y la carnitin
palmitoiltransferasa 1 mRNA (CPT1mR-
NA) en un 30% en comparacién con el
grupo control. Indicando que tanto la tasa

de oxidacién de dcidos grasos, tolerancia a
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la glucosa y la sensibilidad a la insulina se
vieron incrementados en comparacién al

grupo de control (86).
Insulina

La insulina exégena mejora la capacidad del
cuerpo para metabolizar los carbohidratos,
almacenar glucosa en el higado y convertir
el glucdégeno en almacenamiento de grasa.
Es el tratamiento principal en todos los pa-
cientes con DM1. En la DM2 la insulina se
considera en combinacién con agentes ora-

les cuando la Alc es 27,5% (87).

En estadios avanzados de la enfermedad en
donde se puede observar poca o nula res-
puesta a la terapia farmacolégica con ADO
y se inicia tratamiento con insulina exdgena,
esta debe de acompanarse con cambios en el
hédbito alimentario del individuo ya que si
no existen cambios en la dieta hipercaléri-
ca, la insulina ex6gena provoca la expansién
del tejido graso debido a su efecto lipogéni-
co, dado que promueve el almacenamiento
energético en forma de lipidos en las células
del tejido adiposo, ademds la insulina esti-
mula la adipogénesis mediante activacién
de factores de transcripcién que inducen la

transcripcién de PPAR-gamma mediante la

inhibicién de la actividad de FOXO1 (87).

Existen presentaciones basales o de accién
prolongada y el bolo o prandial. Las basales
permiten una absorcién mds lenta, sin picos

y una accién de larga duracién lo que simu-

la de mejor forma la secrecién basal de insu-
lina. Generalmente se administra una vez al
dia, cada 24 horas, todos los dias a la misma
hora. La insulina en bolo es de accién ri-
pida y se utiliza para cubrir la hora de las

comidas junto a la insulina basal (87).
Hipoglucemiantes no insulina.
A-Biguanidas

La metformina es un firmaco derivado de
la guanidina usado como terapia farmaco-
légica de primera linea en la DM2. Existe
gran controversia sobre su mecanismo de
accién, pero hasta ahora se sabe que reduce
la tasa de produccién de glucosa hepitica,
mejora la accién de la insulina en el mus-
culo esquelético, aumenta la actividad del
IR y de los IRS-2, aumenta el metabolismo
anaerdbico en la pared intestinal, aumenta
los niveles de GLP-1 e induce una regula-
cién positiva en la expresién de sus recep-
tores en las células B, reduce la actividad
de la DPP-4 y tiene un efecto protector de
la vasculatura al reducir niveles de marca-
dores de disfuncién endotelial. Ademds, en
algunos estudios se ha visto que disminuye

la ingesta de alimentos y el peso corporal

(88, 89, 90).

Sus efectos tienen una gran variabilidad
interindividual, su captacién por el orga-
nismo es dependiente de transportadores
de membrana SLC22A, OCT1, OCTNI,
MATE y PMAT. La metformina inhibe la



respiracién mitocondrial del complejo I de
la cadena respiratoria lo que resulta en un
aumento de la actividad de la AMP kina-
sa que promueve la accién de la insulina y
reduce la gluconeogénesis hepdtica, ya que
este 6rgano posee gran cantidad de recep-
tores SLC22A. El aumento del AMPc tam-
bién se opone a la accién del glucagén (fi-

gura 3) (91).

Mejora la captacién de glucosa mediante
una mayor translocacién de GLUT-1 a la
membrana. En el musculo genera un au-
mento de la actividad tirosina quinasa del
IR y una mayor translocacién de los re-
ceptores GLUT-4 (figura 3). Debido a los
mecanismos anteriormente descritos, la me-
tformina disminuye los estados hiperglucé-
micos, con un riesgo muy bajo de hipoglu-
cemias. Esto resulta en una disminucién de
la HbAlc en personas con DM tipo 2 de
entre 1 y 2%, dependiendo de la dosis. Los
efectos adversos de este firmaco incluyen
efectos en el sistema GI (principalmente
diarrea) y se ha asociado a una deficiencia
clinicamente significativa de vitamina B12.
Se cree que la metformina induce malab-
sorcién de vitamina B12 y factor intrinseco
en el ileon, un efecto que puede revertirse
aumentando la ingesta de calcio, por lo que
se sugiere suplementacién cuando sea nece-
sario. Cuando la molécula de metformina
es protonada, se dirige al nicleo de hidro-
carburo de la membrana de las células del
ileon cargando positivamente su membra-

na, de esta manera el flujo de calcio se des-
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plaza por las fuerzas de repulsién alterando
la unién dependiente de calcio del complejo
[F-vitamina B12 al receptor de cubilina en

el ileon lo que produce la malabsorcién de

vitamina B12 (92).

La metformina altera el metabolismo oxida-
tivo y el transporte de agentes oxido-reduc-
tores a través de las membranas mitocon-
driales inhibiendo el metabolismo aerobio,
ademds incrementa la produccién de lactato
intestinal, esto contribuye a un aumento
del 4cido ldctico de manera dependiente a
su concentracion plasmética, si esto se suma
a una condicién secundaria que interrum-
pe aun mds la produccién o eliminacién
de lactato, se puede generar acidosis lactica
asociada a metformina (MALA). Se espe-
ra que el préximo ensayo GLINT (Glucose
Lowering In Non-diabetic hyperglycemia
Trial) demuestra definitivamente hasta qué
punto la metformina protege la vasculatu-
ra en una poblacién prediabética con alto

riesgo de eventos cardiovasculares adversos

(90, 88).

B-Inhibidores de la DPP-4 y andlogos del
GLP-1

Los inhibidores de la DPP-4 bloquean la
degradacién de GLP-1 y GIP aumentando
sus niveles activos, tienen un impacto mo-
desto en el control glucémico, son bien tole-
rados y no generan hipoglucemia (93). Ade-
mds, al inhibir la degradacién de SDEF-1aq,
los inhibidores de DPP-4 pueden mejorar la

93



94

NOVA. 2022; 20 (38)

localizacién de células progenitoras endote-
liales y, por lo tanto, ejercer proteccién vas-
cular, pero esto adn no ha sido demostrado
por ensayos clinicos. Los agonistas del re-
ceptor de GLP-1 son derivados peptidicos
del GLP-1 humano disefados para resistir
la actividad de la DPP-4, por lo que tienen

una vida media mds prolongada (93).

Los GLP-1RA se describen como de accién
corta o de accién prolongada, segiin sus pro-
piedades farmacocinéticas y farmacodindmi-
cas. Los GLP-1RA de accién corta tienen una
vida media de 2 a 4 h, por lo que necesitan
una administracién una o dos veces al dia.
Los GLP-1RA de accién prolongada tienen
una vida media> 12 h (liraglutida), y otros,
como albiglutida, dulaglutida, exenatida de
liberacién prolongada y semaglutida tienen
una vida media de hasta 14 dias. Estas pro-
piedades permiten la administracién una vez
a la semana de los GLP-1RA de accién mds
prolongada (93, 94, 95). El efecto farmaco-
dindmico de los GLP-1RA sobre el control
glucémico difiere entre las preparaciones de
accién corta y las de accién prolongada. Los
GLP-1RA de accién corta reducen principal-
mente la respuesta de la glucosa posprandial
al desacelerar el vaciamiento gdstrico ademds
de mejorar la secrecién de insulina. Los GLP-
1RA de accién prolongada reducen el nivel de
glucosa en sangre en ayunas al estimular la se-
crecién de insulina y reducir el glucagén du-
rante un periodo de tiempo prolongado. Am-
bos firmacos se usan como complemento a la

terapia con metformina (figura 3). (93, 95).

Segin su estructura quimica los potencia-
dores de incretinas se dividen en los que
imitan a la molécula de la DPP-4 (pepti-
domiméticos) entre los que se encuentran
VILDA y SAXA y los que no la imitan (no
peptidomiméticos) SITA, LINA y ALO.
Se dividen en peptidomimeticos (imitan a
DPP-4) y no peptidomimeticos (no imitan
a DPP-4). Los no peptidomiméticos tienen
intrinsecamente una vida media larga, ac-
tian en forma no covalente en el sitio ca-
talitico del sustrato de la DPP-4 con accién
inhibitoria sostenida por 24 horas. En cam-
bio, los peptidomiméticos tienen una vida
media muy corta, que es prolongada por la

fraccién cianopirrolidina presente en estos

farmacos (99).

En monoterapia la exenatida reduce la
HbAlc en 0,7 2 0,9%, e induce baja de 2,8-
3,1 kg de peso corporal (93). El alto costo
econémico de los Andlogos de GLP-1 y el
uso inyectable para su implementacién hace
que en las guifas clinicas chilenas prefieran
los IDPP-4. Se sugiere considerar el uso de
los Andlogos de GLP-1 en personas adultas
con IMC>30 kg/m 28 (90).

C-Sulfonilureas

La funcién principal de las sulfonilureas es
aumentar la liberacién de la insulina desde
el pdncreas. Estas actiian mediante la unién
a un receptor de la sulfonilurea de alta afi-
nidad de 140 kDa asociado a un canal rec-

tificador de potasio de entrada de las células



pancredticas beta sensible a ATP. La unién
de una sulfonilurea inhibe el flujo de io-
nes de potasio a través del canal generando
como resultado la despolarizacién de estas.
La despolarizacién abre un canal de calcio
activado por voltaje y da como resultado la
afluencia de calcio y con la entrada de este
la liberacién de la insulina preformada. Los
secretagogos de insulina cierran el canal de
potasio dependiente de ATP, despolarizan-
do la membrana y causando un aumento en

la liberacién de insulina por el mismo me-

canismo (figura 3) (97, 98).

D-Inhibidores del cotransportador so-

dio-glucosa (SGLT-2)

La glucosa se filtra libremente por los glo-
mérulos renales y es reabsorbida en los tu-
bulos proximales por accién de los trans-
portadores de sodio-glucosa (SGLT). El
transportador 2 de sodio-glucosa (SGLT2)
representa 90% de la reabsorcién de gluco-
sa; al generar inhibicién de este transporta-
dor se desarrolla glucosuria producto de la
menor reabsorcién concomitante y se redu-
cen los niveles de glucosa en los pacientes
con diabetes tipo 2. Este efecto se acompa-
fa de un efecto diuresis osmética inducida

por la glucosa favoreciendo la reduccién de

esta (11, 99, 100).

Efecto cardioprotector de los inhibidores de
SGLT2: En el tibulo proximal los inhibi-
dores de SGLT?2 han demostrado tener efec-

to sobre el cotransportador sodio hidrége-
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no (NHE3), responsable de la reabsorcién
tubular de sodio, que estd implicado en la
resistencia a los diuréticos y los péptidos
natriuréticos endégenos. Los inhibidores de
SGLT2 favorecen la excrecién de bicarbo-
nato con aumento en la acidemia, ademds
de permitir una mayor natriuresis mediante
su accién inhibitoria sobre el cotranspor-
tador NHE3 obteniendo como resultado
una disminucién del volumen intravascu-
lar circulante, hecho correlacionado direc-
tamente con el descenso del estrés en la
pared cardiaca, teniendo efectos benéficos
disminuyendo la progresién de la insufi-
ciencia cardiaca (100,101). Adicionalmente
en modelos experimentales los inhibidores
de SGLT?2 han evidenciado su efecto al dis-
minuir la progresién de la miocardiopatia
hipertréfica. En modelos animales con in-
suficiencia cardiaca la actividad del cotrans-
portador NHE3 se ha visto incrementada
a nivel cardiaco, produciendo aumento de
sodio intracelular en los cardiomiocitos y de
calcio por medio de la accién de los NHE3,
efecto traducido en miocardiopatia y desa-
rrollo de fibrosis. Baartscheer y su grupo
refieren que la accién de la empagliflozina
inhibe los cotransportadores NHE3, efecto
traducido en la reduccién del calcio intra-
celular, evento que a su vez evita el estrés
oxidativo que lleva al remodelamiento, dis-
funcién sistélica e insuficiencia cardiaca. Al
reducir el calcio intracelular se produce un
incremento del calcio mitocondrial, la regu-
lacién de este ultimo permite la activacién

de cascadas de sefializacién para la sintesis
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de ATP y vias antioxidantes. Los efectos en
la natriuresis favorecen la disminucién en la
precarga cardiaca, mientras que la poscarga
se correlaciona con disminucién de la rigi-
dez de los vasos sanguineos permitiendo un
mejor flujo subendocdrdico (100, 101). Se

ha evidenciado que tanto el uso de canagli-

flozina como de dapagliflozina ejercen un
factor cardioprotector al reducir la cantidad
de episodios daninos de estirpe cardiovas-
cular en aquellos pacientes tratados con los
estos agentes, denotando de esta manera

el potencial terapéutico de estos firmacos
(102, 103).

Metabolitos Inactivos
de GLP-1y GIP
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J b @ GEEED
Péncreas
TaLe-161P i

Célula Beta

(R

() — () )

Insulina
Exégena
4 Excresion Urinaria de
Glucosa

Luz Tubular Renal

Tdbulo Renal

Figura 3: Manejo farmacolégico DM2. Fuente: Amanda Ortiz Chang, Yerko Medina Pereira, Simén Gonzales
Olmedo, Melisa Aguirre Gaete y Cristhidn Jerez Ferndndez. Ilustrador: Christian Cardemil.




Los agonistas de GLP-1 actdan mediante
efecto incretina aumentando la liberacién
de insulina por parte de la célula beta pan-
credtica favoreciendo el metabolismo de la
glucosa. Los inhibidores de DPP4 producen
inhibicién de la enzima DPP4 aumentando
las concentraciones de incretinas circulan-
tes al disminuir la metabolizacién de estas.
Los secretagogos de insulina como las sul-
fonilureas cierran el canal de potasio depen-
diente de ATD, despolarizando la membra-
na y causando un aumento en la liberacién
de insulina. Por otro lado respecto a las bi-
guanidas se sabe que inhiben la respiracién
mitocondrial del complejo I de la cadena
respiratoria lo que resulta en un aumento
de la actividad de la AMP kinasa que pro-
mueve la accién de la insulina y reduce la
gluconeogénesis hepdtica mientras que en el
musculo genera un aumento de la actividad
tirosina quinasa del receptor de insulina y
una mayor translocacién de los receptores
GLUT-4 disminuyendo los estados hiper-
glucémicos no obstante el mecanismo de
accidén exacto ain no estd del todo esclareci-
do. Finalmente, los inhibidores de SGLT-2
al generar inhibicién de este transportador
desarrollan una menor reabsorcién de glu-
cosa a nivel renal reduciendo los niveles de

glucosa circulantes.
Discusion
La diabetes mellitus, se ha convertido en

uno de los mayores problemas de salud a

nivel mundial, debido a las altas tasas de
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mortalidad y morbilidad que acarrea esta
patologia multifactorial en donde tanto la
predisposicién genética como estilos de vida
poco saludables juegan un rol gatillante en
el desarrollo de esta. Las elevadas concen-
traciones de glucosa por largos periodos de
tiempo inducen cambios metabdlicos im-
portantes que conllevan a alteraciones ge-
neralizadas en el organismo acompanadas
de un dafo progresivo a largo plazo en di-
ferentes 6rganos destacando complicaciones
especificas como la retinopatia, nefropatia
y neuropatia diabética, de igual manera, los
pacientes con diabetes presentan a su vez un
incremento en el desarrollo de enfermedad
aterosclerdticas, enfermedad arterial perifé-
rica y cerebrovascular, todos elementos que
generan un efecto deletéreo en la calidad de
vida de la persona que lo padece. La aplica-
cién temprana de medidas no farmacoldgi-
cas y farmacoldgicas en este grupo de pa-
cientes puede reducir en forma importante
la progresién de la enfermedad y sus com-
plicaciones, tanto cambios de estilo de vida,
basados en una dieta saludable y actividad
fisica regular acompafiada con una modera-
da reduccién de peso constituyen medidas
exitosas en el manejo de esta enfermedad
que ha ido en un ascenso constante estos

ultimos anos.
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Resumen

Introduccién. La falta de adherencia al tratamiento de la Tuberculosis (TB) por parte
de la poblacién migrante venezolana en Colombia, se ha convertido en un problema de
salud publica. Esto se explica por un conjunto de barreras que impiden una adherencia
terapéutica exitosa de estos pacientes que son importantes de reconocer. Objetivo.
Identificar los Determinantes Sociales de la Salud (DSS) que impidieron la adherencia
al tratamiento de la TB en la poblacién migrante venezolana atendida durante el periodo
2018-2019 en la Subred Centro Oriente de la ciudad de Bogotd D.C. Metodologia. Estudio
cuantitativo descriptivo en la ciudad de Bogotd D.C., muestra no probabilistica, compuesta
por 19 migrantes venezolanos, 12 hombres y 7 mujeres, quienes fueron diagnosticados y
notificados con TB pulmonar. Resultados. El acompafiamiento y apoyo familiar inciden en
una mayor probabilidad de adherencia al tratamiento; asi mismo las variables de ocupacién,
afectacién laboral y gastos extras, sorpresivamente como el desempleo mejoran la adherencia
al tratamiento. Se infiere que la ausencia de vinculacién laboral aumenta la disponibilidad

de tiempo para acudir a las instituciones y recibir un tratamiento efectivo.
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Abstract

Introduction. The lack of adherence to tuberculosis (TB) treatment by the Venezuelan
migrant population in Colombia has become a public health problem. This is explained
by a set of barriers that prevent the successful adherence of these patients, which are
important to recognize. Objective. To identify the Social Determinants of Health (SDH)
that prevented adherence to TB treatment in the Venezuelan migrant population attended
during the period 2018-2019 in the Subred Centro Oriente of the city of Bogotd D.C.
Methodology. Descriptive quantitative study in the city of Bogotd D.C., non-probabilistic
sample, composed of 19 Venezuelan migrants, 12 men and 7 women, who were diagnosed
and notified with pulmonary TB. Results. Accompaniment and family support have
an impact on a greater probability of adherence to treatment; likewise, the variables of
occupation, work involvement, and extra expenses, surprisingly, as well as unemployment,
improve adherence to treatment. It is inferred that the absence of employment increases

the availability of time to go to the institutions and receive effective treatment.

Keywords: Tuberculosis, human migration, treatment adherence and compliance, social

determinants of health.

Introduccion lidad, pérdida de peso, fiebre y sudoracién
nocturna (1).

La tuberculosis (TB) es una enfermedad

infecciosa que suele afectar a los pulmones
y es causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis. Se transmite de una persona a
otra a través de gotitas de aerosol suspendi-
das en el aire, expulsadas por personas con
enfermedad pulmonar activa. La infeccién
por TB suele ser asintomdtica en personas
sanas, dado que su sistema inmunitario ac-
tia formando una barrera alrededor de la
bacteria. Los sintomas de la TB pulmonar
activa son: tos, a veces con esputo que pue-

de ser sanguinolento, dolor toricico, debi-

Con un diagndstico oportuno y tratamien-
to con antibiéticos de primera linea durante
seis meses, la mayoria de las personas en-
fermas de TB pueden curarse y la transmi-
sién de la infeccién puede frenarse, pero
aun siendo curable cuando se instituye el
tratamiento adecuado, sigue siendo un gra-
ve problema de salud puablica mundial. En
2017, 10 millones de personas enfermaron
de TB en todo el mundo, de ellas, 1,3 mi-

llones murieron debido a complicaciones de
la enfermedad (2).
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Teniendo este contexto, y considerando
la Estrategia Mundial de la Organizacién
Mundial de la Salud contra la TB 2016
-2035, en el marco de la eliminacién de esta
enfermedad, se establecen objetivos a nivel
nacional, regional y global con el propési-
to de ponerle fin para el afno 2035 (2). En
Colombia, a través del Ministerio de Salud
y Proteccién Social (MSPS), en su objetivo
de responder a los compromisos adquiridos
para adoptar la Estrategia Mundial. El Plan
Estratégico Colombia Hacia el Fin de la
Tuberculosis, 2016 — 2025 busca reducir el
50% de la incidencia, el 75% de la morta-
lidad y el 60 % de los costos catastréficos
causados por la TB a 2025; para lograr estas
metas se cuenta con instrumentos de poli-
tica como el Plan Decenal de Salud Publica
2012-2021, la Ley Estatutaria en Salud de
2015, la Politica de Atencién Integral en Sa-
lud (PAIS) y el Modelo de Accién Integral
Territorial (MAITE) (3).

El Plan Estratégico Colombia Hacia el Fin
de la Tuberculosis en su linea de estrategia
de prevencién y atencién integral, prioriza
la captacién de sintomdticos respiratorios en
todas las poblaciones incluyendo aquellos
en situacién de vulnerabilidad. El sistema
de vigilancia en salud publica debe profun-
dizar a nivel territorial en la caracterizacién
de las personas afectadas por TB para cono-
cer quiénes son, dénde viven y cudles son los
determinantes de sus condiciones de salud;
adicionalmente, con el enfoque diferencial,

se puede calificar la prioridad de las inter-

venciones a grupos sociales con condiciones

particulares y de mayor vulnerabilidad (3).

Como resultado de la situacién politica, so-
cioeconémica y de derechos humanos en la
Reptblica Bolivariana de Venezuela, se ha
dado lugar al mayor movimiento de refu-
giados y migrantes en la historia reciente de
América Latina y el Caribe. Colombia es el
pais mds afectado por la llegada de personas
provenientes de este pais. A finales del 2015,
Colombia acogié a menos de 40.000 perso-
nas venezolanas, un nimero que ha crecido
mds del 3.500%, llegando mds de 1,4 millo-
nes de personas en agosto de 2019 (4).

Como se ha reconocido, en Venezuela hay
una importante falta de respuesta a las ne-
cesidades de salud publica como la vacuna-
cién, fumigacién, control de vectores, etc.
(5), sumado a esto, el frecuente desplaza-
miento de la poblacién migrante por el te-
rritorio nacional, ha generado la reactiva-
cién de enfermedades como el sarampién
y la rubeola. Bajo estas condiciones, en las
que la poblacién migrante se desplaza por
el territorio, segin el Departamento Na-
cional de Planeacién, aquellos migrantes
desde Venezuela que cumplan los requisitos
para afiliarse en el régimen contributivo o
subsidiado de salud acceden a los servicios
mediante el aseguramiento de lo contrario,
mediante la atencién por evento en la red
puablica financiada con recursos de oferta
(6). Aunque los esfuerzos por garantizar la

atencién de la poblacién migrante mejoran
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con el aumento de los programas de protec-
cién al migrante, es necesario cuestionarse
sobre las variables que se podrian considerar
en el marco de este fenémeno social, por

ejemplo, la reactivacién de otras enferme-

dades.

Por consiguiente, es imprescindible cuestio-
narse sobre la relacién entre el aumento de
la poblacién migrante en nuestro territorio
y un posible aumento de la propagacién de
la TB en hospitales publicos, que son los
que atienden principalmente a este grupo.
Segiin un informe del MSPS (7), sobre el
impacto del fenémeno migratorio para el
sector salud, entre el ano 2017 al 2019, se
habian reportado 3.968.315 atenciones en
salud de migrantes procedentes de Venezue-

lay 550.904 personas atendidas.

El fenémeno migratorio de poblacién vene-
zolana en Colombia para el ano 2019 repor-
taba 742.390 migrantes regulares y 665.665
migrantes irregulares; con afiliacién al Sis-
tema General de Seguridad Social en Salud
(SGSSS) se reportaron 158.829 migrantes

venezolanos (8).

El trdnsito de esta poblacién migratoria por
varios departamentos de Colombia es refle-
jado en las atenciones en salud; en Bogotd,
por ejemplo, se reportaron 613.338 aten-
ciones en salud, y a nivel nacional de los
principales eventos de interés en salud pu-
blica fue la notificacién de TB con 21 casos
para el ano 2017, 107 en el 2018 y 324 casos

para el afno 2019 con corte en el periodo
epidemiolégico 52, como se evidencia en el
Boletin Fronteras Eventos de Interés en Sa-
lud Publica del Instituto Nacional de Salud
(INS) 9).

El aumento de casos reportados de esta en-
fermedad y su relacién con la poblacién mi-
grante, ha sido estudiado por otros investi-
gadores como Castelli y Sulis (10), Barbero
(11), y Maurera (12), sus estudios han arroja-
do datos importantes sobre la relacién entre
la duracién del tratamiento y la adherencia
a este. Los tratamientos, de naturaleza far-
macoldgica, asociados a la enfermedad son
largos y rigurosos: el tratamiento estdndar
de la TB pulmonar comprende 2 meses de
terapia con isoniazida (INH) rifampicina
(RMP), etambutol (EMB) y pirazina - ami-
da (PZA), seguida directamente de otros 4
meses de meses de administracién dual de
RMP e INH; las formas extrapulmonares y
diseminadas de TB extrapulmonar y dise-
minada requiere a veces un tratamiento mds
prolongado; la TB de los ganglios linféticos,
6 meses; la TB articular u ésea 9 meses; TB

del sistema nervioso central, 12 meses (13).

La OMS (14) define la adherencia al tra-
tamiento como el cumplimiento de este; es
decir, tomar la medicacién de acuerdo con
la dosificacién del programa prescrito; y la
persistencia, tomar la medicacién a lo largo
del tiempo. La adherencia al tratamiento de
la TB en poblacién migrante venezolana en

nuestro pafs se ha situado como un proble-
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ma no solo del sistema sanitario sino tam-
bién del contexto social o econémico de los
pacientes. Es por ello que se deben identifi-
car las barreras que impiden una adherencia

terapéutica exitosa.

La falta de adherencia terapéutica puede
estar asociada a diversos Determinantes
Sociales de la Salud (DSS), entendiéndose
como los determinantes estructurales y las
condiciones de vida que son causa de bue-
na parte de las inequidades sanitarias entre
los paises y dentro de cada pais. Se trata en
particular de: la distribucién del poder, los
ingresos y los bienes y servicios; las circuns-
tancias que rodean la vida de las personas,
tales como el acceso a la atencién sanitaria,
la escolarizacién y la educacién; sus condi-
ciones de trabajo y ocio; y el estado de su
vivienda y entorno fisico. Los determinan-
tes sociales resumen el conjunto de factores
sociales, politicos, econémicos, ambientales

y culturales que ejercen gran influencia en

el estado de salud (15).

Por consiguiente, los gastos y el tiempo de
desplazamiento a los centros de salud u hospi-
tales para recibir el tratamiento, los permisos
o inasistencia a su trabajo, el apoyo emocio-
nal o familiar, el nivel educativo, el género,
entre otros, pueden afectar la adherencia al
tratamiento y asi mismo varfa de uno a otro

a lo largo de la misma enfermedad.

El tratamiento de la TB requiere de adhe-

rencia al tratamiento farmacoldgico (13), de

lo contrario, la Mycobacterium tuberculosis
que adn se encuentre activa al momento de
suspender el tratamiento puede volverse re-
sistente a los medicamentos y asi prolongar

el tratamiento, hacerlo més dificil y costoso.

Asi, el objetivo de este estudio fue identifi-
car los determinantes sociales que impidie-
ron la adherencia al tratamiento de la TB en
la poblacién migrante venezolana atendida
durante el periodo 2018-2019 en la Subred
Centro Oriente de la ciudad de Bogotd D.C.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio cuantitativo descripti-
vo en la ciudad de Bogotd D.C. La poblacién
del estudio fueron migrantes venezolanos
portadores de TB pulmonar, identifica-
dos mediante la notificacién obligatoria de
eventos de interés en salud publica, de 11
Unidades Primarias Generadoras de Datos
(UPGD) recopilados en base de datos del
Hospital Santa Clara de la Subred Centro
Oriente durante el periodo 2018-2019.

A partir de esta base de datos se selecciond
una muestra no probabilistica, compuesta
por 19 migrantes venezolanos, 12 hombres
y 7 mujeres, quienes fueron diagnosticados
y notificados por las 11 UPGD con TB pul-

monar.

Para establecer la adherencia al tratamiento

se usé la base de datos disponible del Hospi-
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tal Santa Clara, donde se recopilaron carac-
teristicas sociodemograficas de los pacientes
como edad, sexo, régimen de afiliacién (vin-
culado, subsidiado o contributivo), ocupa-
cién, localidad de residencia, modalidad de
vivienda (arriendo, paga diario, institucién

de salud ), circulo familiar y escolaridad.

Se agruparon los resultados por variables y
se clasificaron en 2 grupos (grupo adherente
y no adherente) para estudiar si existian di-
ferencias estadisticamente significativas en-
tre estos 2 grupos en las variables asociadas
a los DSS. Se utilizé el método t de Student
para variables continuas y Chi-cuadrado
para las variables categéricas. Por dltimo,
para comprobar qué variables se asociaban
independientemente con la adherencia al

tratamiento se realizé un andlisis de regre-

sién logistica binaria, donde la variable de-
pendiente fue la adherencia al tratamiento
y como variables independientes se inclu-
yeron aquellas para las que se encontraron
diferencias significativas entre los grupos

adherentes / no adherentes.

Resultados

Se usaron como categorias las preguntas
asociadas a los DSS de los pacientes. Del
total de pacientes (n=19), se clasificaron en-
tre el grupo adherente (n=6); y el grupo no
adherente (n=13). Se sistematizaron los da-
tos y de filtraron en las variables asociadas

a los DSS que se consideraron significativas

(ver tabla 1).

Tabla 1. Comparacién de los Determinantes Sociales asociados a la TB entre el grupo de pacientes con

adherencia al tratamiento y el grupo sin adherencia.

Muest Grupo Grupo no
Variables ( u_els 91;1 adherente adherente
o (n=6) (n=6)
Edad promedio 31,31 30,62 31,38
Lugar de nacimiento Venezuela 19 6 13
Masculino 12 4 8
Sexo
Femenino 7 2 5
Martires 3 1 2
Candelaria 2 1 1
Santa fé 3 0 3
Localidad donde vive
Antonio Narifio 1 0 1
Rafael Uribe 5 2 3
San Cristobal 5 2 3
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Muestra Grupo Grupo no
Variables (n=19) adherente adherente
(n=6) (n=6)
Arriendo 14 6 8
Paga diario 2 0 2
Modalidad de vivienda
Institucién distrital 2 0 2
No reporta 1 0 1
Vinculado 16 5 11
Régimen de afiliacién Contributivo 1 0 1
Subsidiado 2 1 1
Capital salud 1 1 0
Famisanar 1 0 1
Administradora
Gobernacién Guainia 1 0 1
Fondo financiero 16 5 11
Auxiliar de carga 1 0 1
Desempleado 7 4 3
Estilista 1 0 1
Hogar 3 0 3
Menor 1 0 1
Ocupacién
Nifera 1 0 1
Obrero 1 0 1
Operario 1 0 1
Vendedor 1 0 1
Vendedor ambulante 2 2 0
Mami 3 0 3
Hermano/a 1 0 1
Esposa/o 2 0 2
Quién lo acompana Nadie 6 1 5
Cunado 1 1 0
Hija/o 5 4 1
No reporta 1 0 1
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Muestra Grupo Grupo no
Variables (xil—el 9) adherente adherente
) (n=6) (n=6)
Si 6 0 6
Ha incurrido en gastos extra No 10 6 4
No reporta 3 0 3
Si 11 6 5
Hay apoyo familiar
No 8 0 8
Si 11 0 11
Ha cambiado su rutina
No 8 6 2
Si 12 6 6
Ha afectado su situacién laboral No 4 0 4
No reporta 3 0 3
Primaria completa 3 3 0
Primaria incompleta 2 0 2
Secundaria completa 6 3 3
Secundaria incompleta 2 0 2
Escolaridad
Sin estudio 1 0 1
Técnico 1 0 1
Universidad completa 1 0 1
Sin informacién 3 0 3

Fuente: Elaboracién propia.

Régimen de afiliacion

12

Vinculado Contributivo Subsidiado

o N B O ®

B Grupo adherente (n=6) H Grupo no adherente (n=13)

Figura 1: Régimen de afiliacién, y comparacién por grupo adherente y grupo no adherente al tratamiento.
Fuente: Elaboracién propia.
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De los 19 datos recuperados en la variable  motivos de incapacidad de pago y mientras
de régimen de afiliacién (Figura 1), 5 de  logran ser beneficiarios del régimen subsi-
los 6 casos de adherencia se encuentran en  diado, tienen derecho a servicios de aten-
la modalidad de vinculado, a este régimen  cién de salud en instituciones puablicas.

pertenecen todas aquellas personas que por
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Figura 2: Administradora clasificada por grupo adherente y no adherente.
Fuente: Elaboracién propia.

En cuanto a la variable de administracién en  trital de Salud, quien se encarga de brindar
salud (figura 2), la variable de administra-  servicios de salud a poblacién vulnerable no
dora de salud, 5 de los 6 casos de adherencia  afiliada.
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Figura 3: Comparacién por grupo adherente y no adherente segtin su ocupacion.
Fuente: Elaboracién propia.
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Por otra parte, en la variable de ocupacién
(figura 3), 4 de los 6 casos de adherencia se
encuentran en la categoria de desempleo, los
otros 2 en la categoria vendedor ambulante.
Al asociar esta variable con las variables de

afectacién laboral o consideracién de gastos

extra en el tratamiento podriamos conjeturar
que se requiere de una significativa conside-
racién del tiempo laboral para asistir a los
tratamientos suministrados, por tanto, estar
en situacién de desempleo podria favorecer

la asistencia a los tratamientos.

Afectacion laboral

Grupo no adherente (n=13) i

Grupo adherente (n =6)

Muestra (n=19) =

0 2

4 6 8 10 12 14

B Ha afectado su situacion laboral No reporta

u Ha afectado su situacion laboral No

B Ha afectado su situacién laboral Si

Figura 4: Afectacion a la vida laboral durante el tratamiento segtin grupo adherente y no adherente.

Fuente: Elaboracién propia.

Con respecto a la variable afectacién laboral
(figura 4), los datos en el grupo no adherente
tienen un comportamiento homogéneo, sin
embargo, en el grupo adherente los datos son

contundentes, los 6 datos estdn en la catego-

ria de no afectacién, recordemos que 4 del
grupo adherente se encuentran en condicién
de desempleo y dos son vendedores ambu-

lantes.

Gastos extra

Si

H Grupo adherente (n =6)

No

No reporta

u Grupo no adherente (n=13)

Figura 5: Gastos extra asumidos por el paciente durante el tratamiento por grupo adherente y grupo no adherente.

Fuente: Elaboracién propia.
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En relacién con la afectacién laboral, la
variable gastos extras arroja resultados in-
teresantes, los 6 casos que se adhieren al
tratamiento terminan asegurando que el tra-
tamiento no ha generado gastos extras (figu-
ra 5), en su situacién econémica. Creemos
que no tener trabajos fijos puede beneficiar
la no afectacién econémica en este tipo de

poblacién, debido a que no tienen una obli-

gacién laboral por lo tanto pueden ajustar
sus actividades diarias y acudir sin contra-
tiempos a recibir la medicacién. En cuanto
a los pacientes que reportan haber asumido
gastos extra consideramos que podrian estar
asociados a gastos de desplazamiento para
asistir a la institucién y posteriormente cum-

plir con sus obligaciones laborales.
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u Grupo no adherente (n=13)

B Grupo adherente (n =6)

Figura 6: Acompafamiento al momento de recibir el tratamiento.

Fuente: Elaboracién propia.

Otra variable que presenta datos interesantes
es quien lo acompana (figura 6), 4 de los 6

datos de adherencia al tratamiento estdn en

la categoria de hijo/hija, también, 5 de los 13
datos de no adherencia estdn en la categoria

de nadie acompana.
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Figura 7: Apoyo familiar por grupo adherente y no adherente.

Fuente: Elaboracién propia.
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Al intentar relacionar la variable apoyo fa-
miliar, observamos que el grupo adherente,
los 6 datos reflejan la existencia de apoyo
familiar en el tratamiento. Creemos que los
datos en estas variables nos permiten suge-
rir que una compafia bien sea familiar o
asistencial para este tipo de poblacién, pue-
de significar una mayor adherencia al trata-

miento.
Discusion

El objetivo de este estudio fue identificar
los determinantes sociales que impidieron
la adherencia al tratamiento de la TB en la
poblacién migrante venezolana, a través de
un disefio metodolégico cuantitativo y des-

criptivo, con una muestra no probabilistica.

En nuestro estudio, a partir de la consolida-
cién de los datos de la Subred Centro Orien-
te, se logré identificar que los determinantes
sociales que incidieron en la no adherencia
al tratamiento se reflejaron en un ndmero
significativo de migrantes. Durante el tra-
tamiento manifestaron afectaciones en su
vida laboral, cambios en su rutina diaria
y un nimero no menos relevante, incurrié
en gastos adicionales. De igual manera fue
importante analizar el contexto educativo
como asociacién directa a las oportunidades
laborales, principalmente porque los traba-
jadores presentan dificultades para lograr
acceder al tratamiento, en horas laborales,
que coinciden con los horarios institucio-

nales donde reciben su medicacién. Asimis-

mo, el grado de conocimiento y capacidad
de basqueda de un buen nivel de salud, se

suma a su condicién de migrante.

De igual manera se pudo evidenciar la falta
de vivienda propia, que conlleva a que esta
poblacién tenga que vivir en arriendo, en
instituciones de salud esperando la ubica-
cién de un hogar, o el llamado paga diario
por habitacidn, situacién que estd ligada a la
pobreza; un 73,7% de ellos se encontraban
desempleados, tenian trabajos esporddicos o

simplemente sus ingresos eran al dia.

Los resultados lograron identificar cémo el
acompafamiento y apoyo familiar inciden
en una mayor probabilidad de adherencia
al tratamiento; de igual manera al revisar
las variables ocupacién, afectacién laboral,
y gastos extras, encontramos que el desem-
pleo parece mejorar la adherencia; es posible
que al no estar vinculados laboralmente dis-
ponen de mds tiempo para acudir a las ins-
tituciones y recibir el tratamiento. En cuan-
to a la variable administradora y afiliacién
en salud, tanto el grupo adherente como no
adherente tienen acceso a los servicios de
salud. A pesar de que el estado colombiano
apoya el tratamiento a partir de politicas de
atencién al migrante y que el 100% de la
poblacién identificada se encontraba en un
régimen de afiliacién (contributivo, subsi-
diado o vinculado) se evidencia que éste no
es un determinante que afecte la no adhe-
rencia al tratamiento y aun asi el 68,4% no

lo llevo a cabo o no lo terminé.
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Por otra parte, durante el desarrollo de
nuestra investigacién hemos podido anali-
zar que los estudios relacionados a la ad-
herencia al tratamiento antituberculoso son
tradicionalmente asociados a la atencién en
salud y pocos se han centrado en su relacién
con los DSS; es por ello que el nuestro se
ha centrado en mostrar cdmo estos deter-
minantes impiden el éxito del tratamiento
en la poblacién migrante. Es importante la
identificacién de las condiciones socioeco-
némicas de la poblacién migrante al mo-
mento de dar inicio al tratamiento ya que
sus circunstancias en las cuales viven limi-
tan la continuidad y el cumplimiento de

este.

Un estudio realizado por Herrero y otros
(16), muestra que en Argentina las condi-
ciones de vida, el apoyo social, los costos
de transporte y la distancia a los centros
de salud influyen en la adherencia al tra-
tamiento, especialmente en los grupos mds
vulnerables debido a factores asociados con
la pobreza, malas condiciones de vida y di-
ficultades econémicas para acceder a los
sistemas de salud. De igual manera resalta
como en Nepal, India y Nicaragua (17,19),
los gastos de viaje y la relacién entre sexo
y género fueron factores influyentes para
abandonar el tratamiento. Asimismo, un
estudio realizado en Rio de Janeiro, Brasil,
mostro que las condiciones econémicas (po-
breza, extrema pobreza), la infraestructura
(hogares con servicios publicos, calidad de

la vivienda) y la vigilancia (seguimiento a

tratamiento y personas curadas) se relacio-
naron con la no adherencia al tratamiento,
de igual manera en los escenarios de preca-
riedad socioambiental pudieron identificar
poblaciones con mayor riesgo de incumpli-

miento al tratamiento (20).

Para nuestro estudio no fue significativa la
relacién de sexo y no adherencia, posible-
mente debido al tamafno de la muestra. En
cuanto a estudios sobre la relacién existente
entre los DSS y la no adherencia, el estu-
dio realizado por Maciel y colaboradores,
demostré que existe una relacién sobre los
factores individuales asociados con la reti-
rada del tratamiento y sobre los determi-
nantes sociales del riesgo de TB, mientras
que hay pocos estudios que examinen los
determinantes sociales de la no adherencia
al tratamiento (20). Hallazgo que se encon-
tr6 de igual manera en el estudio realizado

en Argentina (16).

Es por ello que al abordar la TB se debe
mirar como un factor infeccioso y socioe-
condémico ya que se debe considerar que los
costos relacionados al tratamiento en que
incurren los hogares afectados, pueden ser
causantes del abandono del tratamiento, al
igual que el apoyo familiar. Por ello se hace
necesario aumentar los estudios que exami-
nen la relacién existente entre los DSS y la

no adherencia al tratamiento de TB.

Es importante recordar que la TB consti-

tuye una enfermedad de notificacién obli-
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gatoria para todas las instituciones de salud
sea publica o privada, situacién que conlle-
va a programar un seguimiento al paciente
y a su familia. Es por ello, que ya identifi-
cada la poblacién con TB por medio de la
notificacién obligatoria, podemos sugerir a
las instituciones disenar estrategias para dar
cumplimiento al tratamiento, cuando este
se interrumpe al encontrar el paciente ba-
rreras al momento de desplazarse a la insti-

tucién y recibir la medicacién.

La limitacién mds importante del estudio se
encuentra en la imposibilidad de contar con
una muestra de datos mds grande, debido a
que se tomd como fuente de informacion,
aquella que dispone el prestador de servicios
de salud. No obstante, sus resultados brin-
dan evidencia preliminar para continuar
profundizando con investigaciones poste-
riores que permitan comprender y explicar
problemas de adherencia al tratamiento para
la TB sea en otras instituciones de salud o
en otros grupos poblacionales en situacién

de vulnerabilidad, entre ellos los migrantes.
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Abstract

Introduction. This study shows statistical information regarding COVID-19 in Colombia
up to this date (March 1-2022). Specifically, the daily, monthly and cumulative evolution
of infections and deaths, correlated with the distribution of the population according to
age and gender. Objective. Show statistical information about COVID-19 that allows
help to plan and design, in future Pandemics, public health policy strategies in Colombia.
Methods. Daily information since the official declaration of Pandemic in Colombia (March
16 — 2020) was obtained by the National Health Institute (INS) and was organized in a
database in order to conduct respective analysis. This information was compared to similar
studies obtained based on the bibliographical review. Results and Conclusions. Results
and conclusions are similar to those found in the reference literature: most part of those
dead by COVID-19 are of senior age and male gender. Regarding Case Fatality Rate (CFR),
it notoriously increases with age. The most vulnerable population displays an average age of
> 52.8 years. The less vulnerable population are young persons under 30 years of age, but
specifically, those within the age range of 10 and 20 years. Gompertz and Logistic models
can mathematically simulate the evolution of deaths and the evolution of CFR according

to age.
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Resumen

Introduccién. Este estudio muestra informacién estadistica sobre el COVID-19 en
Colombia a la fecha (1 de marzo de 2022). Especificamente, la evolucién diaria, mensual y
acumulada de contagios y defunciones, correlacionada con la distribucién de la poblacién
segun edad y sexo. Objetivo. Mostrar informacién estadistica sobre COVID-19 que permita
ayudar a planificar y disefiar, en futuras Pandemias, estrategias de politica de salud publica
en Colombia. Metodologia. La informacién diaria desde la declaratoria oficial de Pandemia
en Colombia (16 de marzo de 2020) fue obtenida del Instituto Nacional de Salud (INS) y
fue organizada en una base de datos para realizar los andlisis respectivos. Esta informacién
se compard con estudios similares obtenidos a partir de revisién bibliogréfica. Resultados y
conclusiones. Los resultados y conclusiones son similares a los encontrados en la literatura
de referencia: la mayor parte de los fallecidos por COVID-19 son de edad avanzada y sexo
masculino. En cuanto a la tasa de letalidad (CFR), ésta aumenta notoriamente con la edad.
La poblacién mds vulnerable presenta una edad promedio > 52.8 afios. La poblacién menos
vulnerable son los jovenes menores de 30 anos, pero especificamente, los que se encuentran
en el rango de edad de 10 y 20 anos. Los modelos Gompertz y Logistic pueden simular

matemdticamente la evolucién de las muertes y la evolucién de la CFR segtn la edad.

Palabras clave: COVID-19, tasa de letalidad (TL), Colombia, estadistica, modelizacién,

pandemia.

Introduction

COVID-19 is a disease produced by the
SARS-CoV-2 coronavirus. Up to this date
(March 1 — 2022) throughout the world,
437,792,328 persons have been diagnosed
with the disease, 5,978,217 (1.37%) have
died, 369,500,307 (84.4%) have recovered
and 62,313,804 (14.2%) are under study or
in recovery. In Colombia, 6,064,583 per-
sons have been diagnosed, 138,767 (2.29%)
have died, 5,890,563 (97.1%) have reco-

vered and 35,253 (0.58%) are under study
or in recovery. If this disease is compared
to other diseases such as the Middle East
Respiratory Syndrome (MERS) and Se-
vere Acute Respiratory Syndrome (SARS)
(which are also produced by other corona-
viruses), is less lethal. Furthermore, most
of COVID-19 cases are light, with a great
number of persons that can be asymptoma-
tic, others easily recover and most do not
need hospital care (1-3). However, SARS-
CoV-2 is spreading faster, generating grea-
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ter numbers of infections and possible risks
of death (reproduction number RO = 3.28,
3.0 and 1.0 for COVID-19, SARS and
MERS, respectively) (4-5). Estimated Case
Fatality Rate — CFR for COVID-19 varies
between 2.2 and 3.0%, SARS between 9.6
and 15.0% and MERS between 34.4 and
35.8% (2, 6-8).

A more precise indicator than CFR is in-
fection fatality ration (IFR), given that
CFR could overestimate lethality of CO-
VID-19 (9). Its estimation is difficult given
that many COVID-19 cases are asympto-
matic or develop light symptoms and the-
se are not taken into consideration. Addi-
tionally, the standard test for COVID-19
involves polymerase chain reaction testing
(PCR) of nasopharyngeal swabs from pa-
tients suspected of having contracted the
virus, which can produce some false nega-
tives (10-13). Some IFR values obtained by
several researchers are 0.68% (13), 1.38%
(15), 0.5% (16), 0.8% (17), 0.3% (18), 0.9%
(19), 0.64% (20), 1.03% (21), 1.096% (22).
These values are dispersed (varying from
0.3% up to 1.38%). According to (14), IFR
< 1% makes closing schools and social dis-
tancing not profitable. IFR and CFR must
be analyzed according to age ranges. Ac-
cording to (9) IFR = 0.001% for children
under age 15 and 1.5% for persons age 2
70 years. These researchers also report an
average CFR/IFR ratio of = 23. However,
this ratio also changed with age: CFR/IFR
= 100 (children age < 15 years), 60 (15-19

modeling

years), 25 (20-29 years) and between 17-21
(persons = 30 years). Based on four studies
analyzed and extracted from (22), the avera-
ge estimated IFR changed according to age
range (8, 0.7, 0.08 and 0.008% for persons
ages 80, 60, 40 and 20 years, respectively).

Various studies have been carried out and
are daily published throughout the world
in relation to COVID-19. Despite this, it is
still difficult to obtain reliable information
on the matter, given that social networks
and communications media on some occa-
sions show an erroneous infodemic, which
misinforms. This exposure to infodemic
managed to affect mental health of people
and impacting on negative responses to the
disease (23-27). In general, a fully valida-
ted aspect regarding the disease ever since
the beginning of the Pandemics is that the
main risk factors are associated with peo-
ple of senior age, male gender and with
comorbidities (e.g., arterial hypertension,
diabetes mellitus, kidney, cardiovascular,
cerebrovascular and chronic obstructive
pulmonary diseases, cancer, asthma, acqui-
red immune deficiency syndrome, among
others) (21, 26, 28-39). Likewise, malnu-
trition, (one of the main causes of immune
deficiency throughout the world), obesity
and tobacco use (which have a strong re-
lation to respiratory diseases), are directly
associated to deaths by COVID-19 (26, 36,
40-46). These conclusions are not new. Ac-
cording to (47-72) several epidemiological

studies have demonstrated that people with
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ages above 65 and with prior comorbidi-
ties have a greater risk of developing seve-
re complications and dying due to other
diseases catalogued as less lethal, such as
influenza, common flu, as well as malnu-
trition, abuse, abandon, mental health, etc.
Combining aspects associated to age and
comorbidities, some researchers conclude
that biological age, more so than chrono-
logical age of affected patients could be
the critical factor in order to systematically
assess COVID-19 infections and avoiding
excess mortality (53). Also, several studies
agree that the gravity of this disease is di-
rectly associated with low temperature and

environmental contamination (54).

There are other aspects regarding the di-
sease that are ambiguous. Some studies
mention that the disease poses greater risks
in places with more poverty and inequality
(35, 38, 55-57). However, others conclu-
de the opposite. Specially, a phenomenon
known as the “African Paradox” (58) shows
that in African countries death cases were
less in comparison to European countries
and United States of America (59-62). Some
hypotheses suggest that in other countries,
a younger population, a warmer and more
humid climate, prior exposure to other co-
ronaviruses (presence of antibodies), and
the possible quicker accomplishment of
herd immunity and prior experience in ma-

nagement of other infectious diseases could
have reduced COVID-19 death risks (61,
63-606).

In countries such as Colombia, COVID-19
could produce a greater impact than in
others, possibly because: i) its health infras-
tructure, lack of intensive care units (ICUs)
(36-37); ii) high rate of informal employ-
ment and social inequality (67); iii) hospital
capacity for facing a new infectious disease
(28, 38); iv) delay in notifying symptoms in
affected patients (average of 9.1 days) (26,
68), along with a delay in the treatment of
symptoms; v) prevalence of comorbidities
along with chronic malnutrition (36). Fur-
thermore, some studies in Colombia (69)
conclude that hospital occupation is norma-
lly high (especially in flu seasons) putting
the population at risk before Pandemics
and events with multiple victims (natural
disasters, earthquakes etc.). Additionally,
in Colombia, risk factors for a senior po-
pulation are two or three times greater in
comparison to countries of higher incomes,
and increase when people live in geographi-
cally remote areas and areas that are econo-
mically and socially depressed (70). On the
contrary, an aspect that could have reduced
the evolution of deaths in Colombia is its
younger population in comparison to Euro-

pean countries (39).

The foregoing study had the main objective
of conducting a statistical analysis on the
evolution of COVID-19 in Colombia. This
information was associated to infections,
deaths, age and gender of people who were
infected with the disease. This information

can help to plan and design, in future Pan-
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demics, public health policy strategies. Si-
milar studies have been conducted on the
matter throughout the world, however, no
document has consulted, organized sum-
marized and analyzed information such
as the one presented in this paper. Addi-
tionally, updated information is presented
in comparison to that of other documents.
The results presented can be a source of
consultation for academics, researchers and
research groups on the matter, as well as for
institutions that dedicate to public health

policy planning.
Methods

The type of research design in this study
was descriptive observational. Initially, a bi-
bliographical review was carried out on the
subject, mainly in the ScienDirect scientific
database. In this database, today (March 1
— 2022), if you type the word COVID-19,
113,442 results or documents are displayed
in order to be consulted. These increase
on a daily basis due to the high number of
studies that have been carried out on the
matter. In order for the analysis, the ones
chosen were those that had a greater affi-
nity with the object of study of this paper:
statistical information on the evolution of
infections and deaths by COVID-19 in the
world in order to compare these with the
case of Colombia. Additionally, articles pu-
blished in high impact journals were main-
ly chosen (Q1 or Q2 according to SCImago
Journal Rank and Scopus).

modeling

The data that was statistically analyzed for
this study mainly comes from the Ministry
of Health and Social Protection of Colombia
(MinSalud), which daily publishes official
information concerning COVID-19 throu-
gh the National Health Institute (INS). In-
formation obtained from INS was related
to new daily confirmed cases (DNC), daily
confirmed deaths (DD), age and gender of
infected and deceased, comorbidities of de-
ceased, lastly, city and department of the
deceased. This information was organized
in a database ever since the declaration of
Pandemics (March 16 — 2020) to this date
(March 1 —2022). Accumulating DNC and
DD values, there was an estimation of the
total coronavirus cases (CC) and the to-
tal number of deaths (TND), respectively,
as well as CFR=TND/CC in percentage.
The epidemiological curve was mathema-
tically modelled the evolution of TND in
Colombia throughout time. For the case of
deceased persons, the sample analyzed was
of 138,612 (99,89% of total deaths registe-
red up to the date of March 1 —2022). The
information registered in the database was
organized and presented in Tables and Fi-

gures in order to facilitate its analysis.
Results

The evolution of confirmed daily new ca-
ses (DNC) of coronavirus SARS-CoV-2 and
the daily number of deceased (DD) across
time are shown in Figures 1a and 1b, respec-
tively. If cumulative DNC and DD values
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are shown, we would obtain the number of
confirmed coronavirus cases (CC) and the
total number of deceased (TND), respecti-
vely (see Figures 1c and 1d). An exponential

growth can be observed in CC and TND
until reaching each peak, followed by a
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brief stabilization phase each time the epi-
demiological peak dropped. Up to this date
(March 1 —2022), TND is of 138,767 per-
sons of which 60.8% are male and 39.2%

female gender, respectively.
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Figure 1: 2) DNC, b) DD, ¢) CC, d) TND evolution in the time.
Source: Hugo Alexander Rondén Quintana, Carlos Alfonso Zafra Mejfa.

Figures lc and 1d can be mathematically
represented using Gompertz [1] and Lo-
gistic [2] equations. These equations have
been used throughout several studies in the
area of biology and medicine. Furthermo-
re, they have even been used to attempt to

predict the COVID-19 in some countries

(71-76). However, most part of these stu-
dies had initial information regarding the
evolution of COVID-19 (scarce informa-
tion), and because of that reason, the cons-
tants obtained do not represent the current
evolution of the disease. For the case of Fi-

gure 1d, parameter a defines the maximum
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quasi-asymptotic value of TND, whereas b
moves the curve and defines its inflection.
D is the number of days from the first case
of death. In Equation [1] (Gompertz model),
based on the projected trend and obtaining
r’=0.987, the values 2=1.617x10%, $=1.81 and
¢=5.39x107 were expected. In other words,
values close to 162 thousand COVID-19 dea-
ths could be expected. For the case of Equa-
tion [2] (Logistic model), for r*=0.990 the
values a=1.434x10°, b=45.9 and c=1.012x10"

modeling

would be expected. In other words, values
close to 145 thousand COVID-19 deaths
were expected. In both equations with the-
se parameters, correlations start to become
strong from the fifth month of simulation
onward. Simulations using both equations

are shown on Figure 2.

TND = ae """ [1]
TND = H;lﬁ [2]
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Figure 2: Simulation of TND evolution using Gompertz and Logistical models.
Source: Hugo Alexander Rondén Quintana, Carlos Alfonso Zafra Mejia.

The months with greatest cases of infections
and deaths in each peak of the disease were
August 2020, January 20021, June 2021 and
January 2022 (Figure 3). In these four mon-
ths 38.5% of infections were produced and
30.6% of deaths occurred. On average, the
number of daily infections (DAAC) in these
monthswas 10,311.6+1,598, 14,584.2+3,240,
27,817.5+3,358 and 23,542,6+7359,7 respec-
tively (Figure 3a), while the monthly accu-

mulated number of infections (CC-m) was
319,660, 452,109, 834,526 and 729,821 res-
pectively (Figure 3b). On average, the total
number of daily deaths (DATND) in these
months was 308.3+42, 347.4+54, 592.3+63
and 140,6+88, respectively (Figure 3c), while
the number of monthly accumulated num-
ber of (TND-m) was 9,558, 10,770, 17,770
and 4358, respectively (Figure 3d).
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Figure 3: a) DAAC, b) CC-m, ¢) DATND, d) TND-m evolution per month.
Source: Hugo Alexander Rondén Quintana, Carlos Alfonso Zafra Mejfa.

If we divide DNC by DD, we obtain daily
CFR (see Figure 4a). The evolution of dai-
ly CFR is not clear and is scattered (values
constantly change from 1.5% up to 5%).
On the contrary, cumulative CFR (percen-
tage relation between CC and TND) has a
clearer trend (Figure 4b), reaching a qua-
si-constant value of approximately 2.55%
from January 2021 until December 2021.

Then, it declines until reaching approxima-
te values of 2.29% to date. This behavior is
also observed when graphing TND against
CC (Figure 5, with an average slope of
approximately 2.5% or average CFR). This
average CFR is distributed across ages in
Table 1 and increases with age. This infor-
mation was obtained from march 2020 to

October 2021 and agrees with several stu-
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dies consulted on the matter which conclu-
de that the most important risk factor for
COVID-19 is increase of age (3, 39, 77-78).
The evolution of CFR with age (A in years)

can be mathematically represented by using
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modeling

Logistic and Gompertz Equations [3] and
[4]; r2=0.9995). 2=40.33, b=3411.8 and
¢=0.1 for Equation [3] and a=56.3, b=3.58
and ¢=0.045 for Equation [4].
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Figure 4: a) CFR daily evolution; b) CFR accumulated in time.
Source: Hugo Alexander Rondén Quintana, Carlos Alfonso Zafra Mejia.
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Table 1. Distribution of CC and CFR across age range.

Age range (years) CC CFR (%) Deviation (%)
>90 20360 34.12 2.18
80-89 92760 26.11 2.12
70-79 202132 16.57 1.49
60-69 413735 7.99 1.35
50-59 688396 2.81 0.40
40-49 847674 1.16 0.29
30-39 1121350 0.36 0.062
20-29 1063334 0.16 0.060
10-19 380415 0.05 0.020
0-9 173820 0.17 0.196

Source: Hugo Alexander Rondén Quintana, Carlos Alfonso Zafra Mejfa.

CFR=——— [3]
CFR = ae®"""  [4]

The average age of COVID-19 deceased in
Colombia each month (AA-m) and cumula-

tive (AAA) age are presented in Figures 6a
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and 6b, respectively. The monthly evolution
of MVP (most vulnerable population; di-
fference between average age and standard
deviation) for each month (MVP-m) as well
as cumulative (MVPA) is also depicted in
Figures 7a and 7b, respectively.
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Figure 6. Evolution of a) AA-m, b) AAA.
Source: Hugo Alexander Rondén Quintana, Carlos Alfonso Zafra Mejfa.
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(Median-A) is shown in Figures 9a and 9b,

Figure 8. Evolution of a) Mode-m, b) Mode-A.
Source: Hugo Alexander Rondén Quintana, Carlos Alfonso Zafra Mejfa.
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Discussion between 20 and 60 years and 10.3 + 0.79%

Four peaks of the disease can be observed
in which it had the greatest values of DNC
and DD. These peaks coincide with the tra-
ditional flu peaks in Colombia (September
to December and April to June, (79)).

It is observable that most death persons are
of senior age (= 60 years). Up to this date
(March 1 —2022), the average age of decea-
sed is of 68.2+15.4 years and the MVP has
an average age of > 52.8 years.

An increase in age average of deceased can
be observed from the beginning of the
Pandemics (March — 2020) until January
2021. Then it drops until June 2021, pos-
sibly because of the following reasons: i)
the youngest population was the one with
most infections (see Table 1) given that it
is the most active. On average, 74.5+0.69%

of infections occurred in persons with ages

under the age of 20 (in total, this popula-
tion added up to almost 85% of infections),
whereas only 15.3£0.71% had an age abo-
ve 60 years; ii) flexibilization in mitigation
measures, especially for younger persons;
iii) between the months of April and August
2021, important protests against the Natio-
nal Government emerged, in which young
persons were more exposed to infections;
iv) in Colombia, young population predo-
minates (population with ages 60 years is
13.1% approximately); v) vaccination began
in Colombia on March 2021, beginning
with the oldest population. However, from
June 2021, the age of deceased once again
increased mainly because of: i) there is sti-
Il a great part of the population above 60
years of aye that has not been vaccinated in
the country; ii) vaccines are less effective
in older persons with comorbidities in com-

parison to younger population; iii) vaccina-
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tion in persons below age 60 began from
May 2021; iv) a great part of young people
in Colombia have been infected and could
have possibly reached a high level of herd

immunity.

It is observable that the monthly mode of
death persons has always been superior or
equal to 64 years, except in the month of
June 2021 (59 years). However, based on ac-
cumulated data, the mode has always been
above 65 years and furthermore, it can be
observed that between the months of Au-
gust 2020 and April 2021, maintained at
80 years.

It is observable that the monthly median of
death persons has always been superior or
equal to 65 years (with a maximum peak of
80 years), except in the month of June 2021
(63 years). However, based on accumulated
data, the median has always been above 66
years and furthermore, it is observable that
the greatest values (80 years) were reached in
the last two months (January and February
2022). The drop in mode and median from
January 2021 until June 2021 could be exp-
lained by the same reasons previously men-

tioned for the case of AA-m.

The greater part of deceased were persons
with ages > 60 years (Figure 10a). Between
March 2020 and April 2021, more than
72% of deceased had that age, showing
the highest peaks (79.5% to 81.5%) in the
months of October 2020 and March 2021.

Between May 2021 and June 2021, decay
can be observed as a product of the drop
reported in the case of AAA, Mode-A and
Median-A. However, even this age range
continued being the one with greater preva-
lence of deaths (60%), and the trend within
the last months has been once again increa-
sing this percentage (89% in last two mon-
ths). The percentile 28.5% is equivalent to
60 years, in other words, 28.5% of deceased
had an age below 60 years. Additionally, if
age range is analyzed from 50 years onward
(Figure 10b), it can be seen that these per-
sons contributed with between 80% and
95% of deceased, which is coherent with
MVPA. On average, this age range (= 50
years) contributed with 88.9 + 3.8% of de-
ceased. The percentiles 12.5% and 5% are
equivalent for 50 and 40 years, respectively.
In other words, 12.5% and 5% of decea-
sed had an age below 50 and 40 years, res-
pectively. Between March 2020 and April
2021, deaths varied between 6.3% and 11%
approximately for the age range of 30 to
50 years. From May 2021 to July 2021 this
percentage increased up to 18% approxima-
tely, however, within the latest months, a
drop is reported once again. On average,
this age range (30 to 50 years) contributed
with 9.5£3.5% of deaths. Regarding per-
sons with ages under 30 years, the virus was
less lethal. Between 20 and 30 years of age,
deaths varied between 0.63% and 1.73%
(average of 1.2+0.4%). For the case of per-
sons under 20 years of age, deaths varied
between 0.17% and 0.5% (average of 0.39 +
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0.23%), with the less vulnerable population
being between the ages of 10 and 20 years
(0.12+0.06%). For the case of 10, 20 and
30 years of age, respective percentiles are

0.13%, 0.28% and 1.5%.
Conclusions

Based on the results obtained the following

is concluded:

Up to this date (March 1 — 2022), the epi-
demiological evolution in Colombia has
gone through four peaks, which match the
traditional flu seasons. The months of grea-
test cases of infections and deaths in each
peak of the disease were January 20021,
June 2021 and January 2022, representing
38.5% of infections and 30.6% of deaths.
In the last peak, the age of the dead increa-
sed markedly.

The daily evolution of TND and the grow-
th of CFR with the increase of age can be
mathematically simulated using Gompertz
and Logistical models. The current average
CFR is around 2.5%, however, since it is
distributed in ages, it notoriously increases

with its increase.

Most COVID-19 deaths occur in people
of senior age (the average age of deceased =
68.2+15.4 years; mode = 70 years; median =
70 years) and of male gender (60.8%). The
most vulnerable population is the one that

has an average age of = 52.8 years, contribu-

modeling

ting to 85% of deaths (percentile 15). The
least vulnerable population were young per-
sons between the ages of 10 and 20 years,
but in general terms, young population un-
der the age of 30 has presented low morta-
lity rates. For 10, 20, 20 and 40 years, the
respective percentiles were 0.11%, 0.26%,

1.5% and 5%.

Based on the bibliographical reviewed, addi-
tional conclusions are the following: i) most
persons that are infected with COVID-19
are asymptomatic, or do not experience se-
rious symptoms; ii) most people diagnosed
recover; iii) lethality of COVID-19 in terms
of CFR and IFR increase with age, number
and type of comorbidities in people and are
greater among the male gender; iv) lethality
in the disease is strongly associated to mal-

nutrition, obesity and tobacco use.

Future studies must approach matters rela-
ted to socio-economic, public health, cul-
tural, political and environmental impacts
that the COVID-19 has generated and will
generate in Colombia. Additionally, it is
important to compare COVID-19 lethali-
ty with regards to other diseases that are
known as less lethal (e.g. influenza, flu etc.)
All of the above, geared towards preparing
and helping the country during a future

Pandemics crisis.
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Resumen

Introduccién. Las células madre mesenquimales han generado interés en la ingenieria de
tejidos, debido a sus propiedades proliferativas y capacidad de reparacién de tejidos, sin
embargo, para un trasplante exitoso, es necesario aumentar el nimero de células mediante
un cultivo in-vitro. Durante este proceso la capacidad proliferativa disminuye, provocando
cambios en la morfologia y funcionalidad celular y afectando la viabilidad del cultivo, este
estado se conoce como senescencia celular y como posibles causales, se ha considerado el
estrés oxidativo y la falta de factores de crecimiento. Objetivos: Evaluar el efecto de FGF-
2 sobre la senescencia de un cultivo de células madre mesenquimales aisladas de gelatina
de Wharton y su papel en la regulacién del estrés oxidativo. Metodologia. Se anadieron

dosis de 3,5 y 7,5 ng de FGF-2 al cultivo. Durante los pasajes 5 y 7, se estimé tanto
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la senescencia celular como la presencia de ROS (especies reactivas de oxigeno). Resultados.
Se obtuvo en el pasaje 5, una diferencia significativa del 99,5% entre el control (+) con
respecto a los tratamientos con FGF-2, sin embargo, en el pasaje 7 se observé un aumento
en la produccién de la enzima B-galactosidasa y cambios morfolégicos, confirmando un
estado senescente en el cultivo en todos los tratamientos evaluados. Conclusién. Las dosis
utilizadas en este estudio contribuyeron positivamente a disminuir el proceso senescente en
el cultivo celular, ademds se determind, que el FGF-2 puede prolongar el tiempo de cultivo,

retardando parcialmente la concentracién de especies reactivas de oxigeno.

Palabras claves: células madre, estrés oxidativo, especies reactivas de oxigeno, factor de

crecimiento fibrobldstico 2, gelatina de Wharton, senescencia celular.
Abstract

Introduction. Mesenchymal stem cells have been generated interest in tissue engineering,
due to their proliferative properties and tissue repair capacity, however, for a successful
transplant process, it is necessary to increase the number of cells in a culture expansion
process. During this process the proliferative capacity is limited, causing changes in cell
morphology and functionality affecting the viability of the culture, this state is known
as cell senescence. Oxidative stress and deregulation of growth factors are considered as
reasons. Aims. To evaluate the effect of FGF-2 on the senescence of a mesenchymal stem
cells culture isolated from Wharton’s jelly and its role in the regulation of oxidative stress.
Methodology: 3,5 and 7,5 ng doses of FGF-2 were added to the culture medium from
passage 2, then the senescence of the culture was evaluated and the presence of reactive
oxygen species was determined during passages 5 and 7. Results. We observed that in
passage 5, there is a significant difference 99.5% between the control (+) concerning the
FGF-2 treatments, however, in passage 7, an increase in the production of the enzyme
B-galactosidase was observed and changes in morphology such as: increase in size and
elongated shape of the cell, confirming a senescent state on the culture in all the treatments
evaluated. Conclusion. The doses used in this study contributed positively to decrease
this process in a cell culture, also, the FGF- 2 can prolong the cultivation time, partially

decreasing the concentration of reactive oxygen species.

Keywords: cellular senescence, mesenchymal stem cells, oxidative stress, fibroblast growth

factor 2, reactive oxygen species, Wharton jelly.
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Introduccion

Las Células Madre Mesenquimales (CMM)
han sido utilizadas en diferentes tratamien-
tos como terapias neurodegenerativas (1,2),
reconstruccioén de tejidos (3), enfermedades
renales (4) y del sistema nervioso (5) entre
otros (6,7,8). Como fuentes de aislamiento,
se encuentran el cordén umbilical (CU), te-
jido adiposo (TA) y médula ésea (MO); entre
estos, las células obtenidas del CU, especial-
mente de la gelatina de Wharton, representan
una nueva alternativa para las terapias rege-
nerativas, dado que su origen no comprome-
te al paciente en el momento de la extraccién
con un procedimiento invasivo, como ocu-
rre con las CMM adultas y tampoco gene-
ra problemdticas bioéticas (1). Dentro de las
ventajas que tienen las CMM- de gelatina de
Wharton, se encuentran su potencial prolife-
rativo, clonogénico y una baja expresién de
antigenos activadores de respuesta inmunita-
ria (9), adicionalmente la cantidad de CMM
obtenidas es mayor, (aproximadamente 400
000 células) en comparacién con otras fuen-
tes como la MO ( aproximadamente 10.000
células) y su cultivo in-vitro no requiere de
altos costos. Ademds se estd dando uso a un

érgano que usualmente es tratado como de-
secho bioldgico (10-12).

A pesar de que las CMM- de gelatina de
Wharton, podrian ser la mejor fuente, de uso
clinico, para establecer un trasplante exitoso,
es necesario aumentar el nimero de células

mediante la expansién en cultivo in vitro

(13-15). Aunque el cultivo primario de estas
células se mantiene en condiciones estables,
simulando su nicho celular, el crecimiento de
estas es limitado (16,17), durante este proce-
s0, la tasa de replicacién celular se reduce por
dano en el ADN generado por estrés oxidati-
vo y disminucién en la produccién de facto-
res de crecimiento, que provocan un estado
de fase GO/G1 (18,19). Consecuentemente, la
morfologia, el crecimiento y las capacidades
funcionales se alteran, afectando la viabili-
dad del cultivo; este proceso se denomina
senescencia celular (20,21), estado que inicia
desde el primer pasaje y que se ve reflejado

en un aumento de la enzima B-galactosidasa

(20).

Para mitigar la senescencia celular y preser-
var el potencial de las CMM, se han pro-
puesto diferentes estrategias, una de ellas es
la adicién de factores de crecimiento exter-
nos al medio de cultivo (22); El FGF-2 se
considera un factor fundamental en la etapa
del desarrollo embrionario por su capacidad
proliferativa y de diferenciacién (23,24), su
aplicacién exdgena se ha descrito como un
componente clave para la autorrenovacién y
la pluripotencialidad, regulando ademds la
actividad de la telomerasa (23), este factor ha
sido reportado, como promotor de la reno-
vacién celular y mds recientemente ha sido

descrito como supresor de la senescencia iz

vitro (25).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar

el posible efecto de FGF-2 sobre la senes-
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cencia en cultivos de CMM vy su papel en
la regulacién del estrés oxidativo. Se esti-
mo la senescencia y el estrés oxidativo de las
CMM tratadas con FGF-2 a dosis de 3, 5y
7,5 ng durante los pases 5 y 7 mediante la
deteccién de la actividad de la enzima B-ga-

lactosidasa y la presencia de especies reacti-

vas de oxigeno (ROS).

Materiales y métodos
Materiales y reactivos

Medio Eagle modificado Dulbecco bajo
en glucosa con rojo fenol (DMEM) (Sig-
ma-Aldrish®) ref. d5523, factor de creci-
miento fibrobldstico (FGF-2) (Peprotech®)
ref.405-33, suero fetal bovino (SFB) (Gib-
co”) y 1% de penicilina-estreptomicina (P/E)
(Biowest). Kit de ensayo de deteccién de es-

pecies de oxigeno (fluorescencia naranja)

(Abcam®) ref: ab186028.
Establecimiento del Cultivo

Las CMM fueron obtenidas a partir de ge-
latina de Wharton CMM-gW, de CU, do-
nadas por la Universidad de Antioquia e
identificadas como el vial #4 en pasaje #1.
Fueron descongeladas el 09/10/2017 en el
Laboratorio de cultivo celular, de la Univer-
sidad del Tolima, en condiciones de bafio
marfa a una temperatura de 37°C durante
2 min; la solucién celular se llevé a un tubo

falcén de 15mL y se centrifugd a 1500 rpm

durante 3 min, luego, el sobrenadante fue re-
movido y completado a un volumen de 1mL
utilizando medio de cultivo, DMEM con
rojo fenol, suplementado con 15% de SFB y
1% de P/E. El recuento de células se realizé
mediante cimara de Neubauer y las células
se sembraron en un Flask T75 (Flasks de 75
cm? - NEST®) a una densidad celular de 1 x
10 y se incubaron a 37°C con CO, al 5%.
El primer cambio de medio, se realizé des-
pués de 4 dias, cuando las células alcanzaron
una confluencia del 80 al 100%, se tripsini-
zaron con Trypsin-EDTA 0,05% (Gibco®) y
se cultivaron en flasks T23 (FlaskT25 cm?
- TPP®) a una densidad de 2 x 10° células en
DMEM con 15% FBS y 1% de P/E. Pasadas
24 horas se realizé cambio de medio, el cual
se realizd en cada pasaje hasta llegar al sex-
to pase. Para los ensayos experimentales, las
células se sembraron en placas de 96 pozos
a una densidad celular de 1x10°, y se man-
tuvieron bajo las condiciones descritas ante-
riormente; para los tratamientos con FGEF-2,
este se anadié en el medio de cultivo en dos
concentraciones diferentes: 3,5 y 7,5 ng, du-
rante cada cambio de medio, es decir, cada
2 dias, consecutivamente desde el estableci-

miento del cultivo.

Senescencia asociada a la actividad de
la B-galactosidasa

Las CMM se cultivaron en placas de 96 po-
z0s, luego se fijaron con paraformaldehido
al 4 % durante 5 minutos, posteriormente

se tineron durante 12h en solucién X-Gal (1
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mg/ml de 5-bromo-4-cloro3-indolil-D-ga-
lactopiranésido, 2 mM de MgCl2, 5 mM de
K.F, 5 mM de K.Fe,, 150 mM de NaCl,
disueltas en tampén de dcido citrico/fosfa-

to (concentraciones finales: 4cido citrico 20

mM, fosfato de sodio 40 mM, pH 5,5) .
Ensayo de estrés oxidativo

Se identificaron las ROS, durante los pasa-
jes 5y 7. Esta prueba se realizé en placas de
96 pozos, donde se cultivé una densidad de
2,5x10% células/cm?, hasta obtener una con-
fluencia entre 50-70%. Las células se tifieron
con el kit de ensayo de deteccién de ROS
(Orange Fluorescence, Abcam) (ab18608)
(abcam®) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Como control positivo, se
utilizaron células tratadas con perdxido de
hidrégeno (H,0,) 0,2 mM en PBS (1x). Pa-
ralelamente, el grupo control fue tratado con
la misma solucién de PBS sin H O, durante
4 h. Finalmente las células se observaron por
medio del Floid™Cell Imaging Station a in-
tensidad de 570nm.

Viabilidad nuclear

La viabilidad celular, se determiné median-
te cuantificacién con tincién de azul de tri-
pdn, en una cdmara neubauer. La integridad
nuclear se determiné con tincién de DAPI,
identificando, los cambios morfolégicos que
presentan los nucleos y diferenciando aque-
llos que presentaban cromatina condensada

y fragmentacién, durante los pasajes 5y 7.

Andlisis estadistico

Se realizaron 5 pruebas en el cultivo de
CMM-gW tratadas con las dos dosis de
FGF-2 (3,5 ng y 7,5 ng) durante los pasajes
5y 7; se llevaron a cabo 5 réplicas por expe-
rimento. Se utilizé el programa estadistico
Infostat (versién 2014) donde la distribucién
de datos fue analizada con el test de Shapi-
ro- Wilks, y el andlisis de comparacién entre
grupos fue realizado con el test ANOVA con
medidas repetidas para los datos paramé-
tricos y el test de Kruskall- Wallis para los
datos no paramétricos. Las diferencias es-

tadisticas fueron consideradas con un valor

p<0,05.

Resultados

Cultivo de CMM

Durante la aplicacién de los tratamien-
tos con FGF-2 no se observaron cambios
en la morfologia celular respecto al grupo
control. Adicionalmente durante los pasa-
jes 3, 4 y 5 no se detectaron cambios entre
los tratamientos de FGF-2 y controles. Por
otra parte, en el pasaje 4, se evidencia un in-
cremento en la proliferacién celular de 7%
para el tratamiento 3,5 ng y de 18% en el

tratamiento de 7,5ng, respecto al control.

La proliferacién celular se fue reduciendo
durante cada aumento de pasaje, este efecto

se observd tanto en los controles como en
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los tratamientos, que, aunque también pre-
sentaron una disminucién de la viabilidad,
el porcentaje de células en cultivo fue ma-

yor en las células tratadas con FGF-2.

En el pasaje 5, el control presenté una con-
fluencia (61%), el tratamiento de FGF-2 3 5ng
(68%) mientras que el tratamiento de FGF-
2 75ne permanecié estable (86%), para el pa-
saje 6 se presenté una tendencia al descen-

so de la proliferacién, en el cultivo control

Viabilidad Celular

1007

80

60

407

%Celulas vivas

20

(39%), FGF-2 55mg (55%), FGE-2 7 5ng (79%);
para el pasaje 7, la confluencia del cultivo
control (34%), y los tratamientos FGF-2
3.5ng (53%), FGF-2 g (62%). Las dosis de
FGF-2, muestran un mayor porcentaje de
proliferacién celular respecto al control y
una disminucién de la viabilidad del cultivo
de manera acentuada demostrando que la
aplicacién de este factor, reduce el proceso
de senescencia y muerte celular prolongan-

do la vida util del cultivo (figura 1).

Control
I 35ng
B 75n

5 6 7

Pasaje

Figura 1. Viabilidad celular. Método Azul de tripan.

En el pasaje 5, la viabilidad celular, mostré,
que los datos no tienen una distribucién
normal (p<0,0001), por lo tanto se realizé
la prueba de Kruskal Wallis, donde se evi-
denciaron ndcleos sin dafo en los grupos
con

7,5ng

una significancia 99,5 (p<0,001). Este re-

experimentales FGF-2, . 'y FGF-2

sultado también se comprobé en el porcen-
taje de nucleos que presentan dafio por frag-

mentacién, donde las dos dosis de FGF-2,

presentan una diferencia significativa res-
pecto al control positivo ( en este caso se
indujo a dafo celular con H O,)) (p<0,01)
.La viabilidad de nicleos en el pasaje 7, evi-
dencié una diferencia significativa entre los
tratamientos de FGF-2 y el control positivo,
(p<0,001). Estas diferencias no se presentan
en el control negativo, que es el cultivo sin

tratamientos de FGF-2 (figura 2 y 3).



Rubio et al. Efecto del factor de crecimiento fibroblastico dos en la reduccion de la
senescencia en células madre mesenquimales aisladas de gelatina de Wharton

Viabilidad de nucleos pasaje 5

100

80

60

% de Nucleos

40—

20

Control +

-Nuclens

Control -

-Nucleos

FGF-235ng FGF-27,5 ng

-Nucleus sin dafios

Figura 2. Viabilidad celular mediada por la fragmentacién nuclear viabilidad de Nucleos,
utilizando DAPI, en el pasaje 5.

Nucleos pasaje 7

1507

% de Nucleos
>
T

o
=}
|

0~ Control +

-Nuclens fragmentados -Nucleus condensados

Control -

FGF-2 3,5 ng

F6F-275 ng
-Nuclens sin dafios

Figura 3. Viabilidad de Nucleos, utilizando DAP]I, en el pasaje 7. Diferencias significativas (*)
p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.

Senescencia asociada a la actividad de
la B-galactosidasa

Para determinar la senescencia celular se
analiz6 el porcentaje del drea total de célu-
las senescentes en el pasaje 5 y pasaje 7; los
resultados en el pasaje 5, muestran una di-
ferencia significativa (p<0.0001;) entre los
tratamientos de FGF-2 con respecto al con-
trol positivo, cambios que se ven reflejados

en la morfologia, como aumento de tamano

y forma alargada, que junto con la presencia
del color azul generado por la produccién
lisosomal de la enzima [-galactosidasa,
confirman el estado senescente del cultivo
(Figuras 4 y 5). Esta diferencia significativa
en el pasaje 7 fue (p<0,001) entre FGF-2 | .
,g CON respecto a ambos controles (+) y (),
pero FGF-2 ng' El pasaje 7 no mostré una
diferencia estadistica, respecto al control

negativo.
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Pasaje 5

FGF-2 (3,5 ng) Control (-) Control (+) UV

FGF-2 (,5 ng)

Pasaje 7

Figura 4. Ensayo de B-galactosidasa asociada a la senescencia.

A) Control positivo mediante UV, en el
paso 5. B). Control positivo mediante UV,
en el paso 7. C). Control negativo, en el pa-
saje 5. D) Control negativo en el pasaje 7.
E) FGF-2 3,5 ng en el pasaje 5, F) FGF-2

148

3,5 ng en el pasaje 7. G) FGF-2 7,5 ng en el
pasaje 5 H) FGF-2 7,5 ng en el pasaje 7. Mi-
crografias tomadas en microscopio inverti-
do a (20X), barra de escala = 10 pm
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Ensayo de B-galactosidasa

Fekkk

100

80

601

40

20

% Células senescentes +/- SEM

Control +

—

Control -

. Pasaje 5

Fekk

FGF-235 ng

. Pasaje 7

FGF-275 ng

Figura 5. Ensayo de B-galactosidasa asociada a la senescencia. Diferencias significativas frente al control
*p<0,05, **p<0,01; **p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos se representan como media + SEM.

Ensayo de estrés oxidativo

El estado senescente ha sido asociado con
la produccién de radicales libres, por tal
motivo se evalué la produccién de estos,
tanto en el pasaje 5 como en el pasaje 7
donde se determiné a partir de la intensi-
dad de la fluorescencia presentada por la

actividad de ROS en las CMM. Se deter-

miné que la produccién de ROS se presen-

t6 tanto en los controles positivos, como
en los negativos (figura 6). En el pasaje
5, solo el tratamiento con FGF-2 7,5 ng
mostré una disminucién en la deteccién
de ROS con respecto al control negativo
(p<0,0001). Lo mismo ocurrié en el pasaje
7, las CMM tratadas con FGF-2 7,5 ng de-
mostraron una disminucién significativa
(p<0,0001;) entre el control negativo y el
positivo (Figuras 6, 7 y 8).
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DAPI MERGE

--

Figura 6. Estrés oxidativo de MSC en el Paso 5. Microfotograffas (20X), barra de escala = 10 pm.

Control (+) UV

Control ()

FGF-2 (3,5 ng)

FGF-2 (7,5 ng)




Control (-) Control (+) UV

FGF-2 (3,5 ng)

FGF-2 (7,5 ng)

Rubio et al. Efecto del factor de crecimiento_fibroblé§tico dos en la (educcién de la
senescencia en células madre mesenquimales aisladas de gelatina de Wharton

DAPI ROS MERGE

--

Figura 7. Estrés oxidativo de MSC en el Paso 7. Microfotografias, tomadas de Floid™ (20X),
barra de escala = 10 um
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Ensayo ROS

80

*kkk

Intensidad media de Fluorescencia +/- SEM

Control +

. Pasaje 5

Control -

FGF-2 3,5 ng

. Pasaje 7

FGF-27,5 ng

Figura 8. Estrés oxidativo de MSC en los pasajes 5 y 7. Diferencias significativas frente al control
*p<0,05, **p<0,01; **p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos se representan como media + SEM.

Discusion

El proceso de senescencia celular fue descri-
to por Hayflick en 1961, donde la capacidad
proliferativa del cultivo disminuye progre-
sivamente (26), presentando cambios en la
morfologia y funcionalidad de las células, el
cual se asocia con una disminucién de la en-
zima telomerasa y la produccién de radica-
les libres (27-29). En las células senescentes
aumenta el tamano y se activa la actividad
de la enzima B-galactosidasa (10,19,30), es-
tas células, ademds, secretan factores como
citoquinas, que afectan el crecimiento y la
migracién celular, experimentando una de-
tencién irreversible del crecimiento, pero

siendo metabdlicamente activas (19).

En las CMM cultivadas in-vitro, la acti-

vacién de la senescencia se da de manera

prematura y se denomina senescencia repli-
cativa, la cual se ve inducida por el estrés
oxidativo, afectando no solo la proliferacién
celular, sino también la capacidad de las cé-
lulas de diferenciarse hacia linaje: osteogé-
nico y adipogenico (19). En este estudio se
encontré que la aplicacién exégena FGF-2
en diferentes dosis, puede reducir este efec-
to. Sin embargo, en el cultivo a largo plazo
se observé un aumento de células senescen-
tes, tanto en los tratamientos con FGF-2
como en el control, este cambio se generd
de manera consecuente con el aumento del

pasaje celular (Figura 4).

La enzima B-galactosidasa utilizada como
marcador de senescencia en este estudio, es
una hidrolasa localizada en el lisosoma que
cataliza la hidrélisis de terminal residuos

de galactosa ligados a B en glicoproteinas
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y glicolipidos (27). La actividad de la en-
zima B-galactosidasa, disminuye durante la
proliferacién y solo se detecta cuando hay
induccién de senescencia, al haber un au-
mento lisosomal (28), por lo que se sugie-
re, que el aumento de vesiculas lisosomales,
productoras de esta enzima, son causados
por una acumulacién de proteinas, lipidos,
ARN y ADN, que afectan las condiciones

celulares.

Otros autores refieren que los cambios mor-
fol6gicos asociados a la senescencia también
pueden estar relacionados con un posible
bloqueo en la divisién celular, dado por el

acortamiento de los telémeros, y la activa-

cién de genes como el P53 (32-34).

Al realizar el ensayo de la produccién de
la enzima B-galactosidasa en el pasaje 5, se
evidencia una diferencia significativa entre
el control y tratamientos con FGF-2 y a pe-
sar del aumento de células senescentes en
todos los tratamientos, esta diferencia tam-
bién se presenta en el pasaje 7 (Figuras 4
y 5). Este resultado concuerda con los ge-
nerados en el estudio de Ito y colaborado-
res (25), donde se observé que el cultivo de
CMM - obtenidas de medula 4sea-, a lar-
go plazo, detuvo su crecimiento celular en
fase G1, y que la aplicacién de FGF-2 supri-
mié durante los primeros 10 dias de cultivo
este efecto senescente; sin embargo, al dia
50 el cultivo presenté 40% de senescencia,
no obstante, en los tratamientos control (en

ausencia de FGF-2) el porcentaje de células

senescentes a los 10 dias fue del 20,5% y a
los 50 dias este porcentaje habia aumentado
al 57,6%; finalmente después de 150 dias de
cultivo, todas las células incluyendo las del
tratamiento con FGF-2 mostraron una dis-

minucidén en su capacidad proliferativa (25).

De esta manera se concluye con los resulta-
dos obtenidos, que el FGF-2 podria actuar
como un atenuante del efecto senescente
mds no como un supresor de la senescen-
cia en cultivo, dado a que actda retrasando
su efecto en el cultivo. A esto cabe resaltar
la importancia que tiene la fuente de ob-
tencion de las CMM y una adecuada suple-
mentacién con factores de crecimiento para
ampliar la vida util del cultivo (31). Adicio-
nalmente la suplementacién de FGF-2 en el
medio de cultivo no solo podria posponer la
aparicién de la senescencia, sino que tam-
bién ayudaria a mantener la capacidad des-

diferenciacién de las células.

Otros autores han reportado que la deficien-
cia de FGF2 acelera el proceso de senescen-
cia, dado a que el FGF-2 contribuye a man-

tener activa la divisién celular, evitando que

las células entren en fase G1, (35,36).

La senescencia celular puede ser inducida
por especies reactivas de oxigeno (ROS), las
cuales son moléculas inestables y su acumu-
laciéon conduce al estrés oxidativo, dano al
ADN y dafo a las proteinas, en un ambien-
te in-vivo, este proceso se ve mediado por

con antioxidantes (27). El estrés oxidativo
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resultante del aumento de la produccién de
ROS, puede causar dafnos severos a las ma-
cromoléculas bioldgicas, afectando la proli-
feracién celular y provocando la senescencia
celular (37, 38). En este estudio se demostré
que el FGF-2 en las CMM no solo contri-
buye al mantenimiento del cultivo, también
promueve la regulacién de las ROS intra-
celulares, dado que los resultados indican
que en el pasaje 5y 7, la diferencia entre los
tratamientos con FGF-2 y controles, pre-
sentan diferencia significativa con respecto

al control ().

Sin embargo, las ROS se han implicado
progresivamente en la regulacién fisioldgi-
ca y la coordinacién de diferentes procesos
celulares, su influencia en el destino de las
células madre podria revelar cémo el en-
vejecimiento de las células madre estd re-
lacionado con la enfermedad asociada con
la edad (39), pero los niveles altos de ROS
causan la senescencia de las células madre
y muerte (40), por lo que se requieren estu-
dios sobre las proteinas responsables de la

senescencia y muerte celular en condiciones

altas de ROS en células madre (41).
Conclusion

En este estudio, se encontré que el FGF-2
redujo el efecto del estrés oxidativo sobre
el cultivo de las CMM a pesar que el efec-
to senescente y la produccién de ROS es
un estado irreversible del cultivo celular.

Las dosis evaluadas contribuyeron a ate-

nuar este proceso, prolongando la vida util
del cultivo y de esta manera promover a las
CMM de gelatina de wharton por sus ca-
pacidades proliferativas, como un potencial
terapéutico que junto con la exposicién de
factores de crecimiento, como el FGF-2,
podrian mejorar su utilidad, en cultivo
invitro, generando la cantidad necesaria para
un trasplante exitoso. Adicionalmente la su-
plementacién de FGF-2 en el medio de cul-
tivo no solo podria retrasar la aparicién de
la senescencia, sino que también ayudaria a
mantener la regulacién de ROS en el cultivo,
de esta manera se propone, ampliar los estu-

dios en este campo de investigacién.
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Articulo de revision

Silenciamiento génico en insectos plaga que afectan la
industria agricola usando ARN de interferencia

Gene silencing in pest insects that affect the agricultural industry using
interference RNA
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Resumen

Los insectos plaga, son especies de organismos vivos que en forma constante se encuentran
en poblaciones altas, ocasionando danos econémicos en los cultivos. Generalmente, suele
tratarse de especies puntuales, por lo general, sélo una o dos, que pueden causar gran
afectacién econdmica en el sector de la agricultura. En las dltimas 3 décadas se ha venido
desarrollando el concepto de un proceso biolégico, detectado en eucariotas ampliamente,
mediante el que se pueden silenciar genes, a partir de ARN de doble cadena (ARNdc).
Esta maquinaria se ha investigado para conocer su funcionamiento y buscar potenciales
aplicaciones que podrian tener en el campo de la biotecnologia. En varios estudios se
encontrd que el silenciamiento de genes se debe a las interacciones enzimdticas intracelulares
citoplasmdticas con moléculas de ARN pequenas (ARNsi), que actGan sobre el ARN
mensajero (ARNm) intracelular, impidiendo que este se traduzca a proteina. Mediante este
mecanismo se busca silenciar genes especfficos en insectos plaga, que sean esenciales para
que el insecto pueda vivir y de esa manera evitar la proliferacién de la plaga. Este articulo
recopila los estudios realizados acerca del ARN de interferencia, referidos al mecanismo

genético de los insectos, como alternativa para su control.
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Abstract

Pest insects are species of living organisms that are constantly found in high populations,
causing economic crops damage. Generally, it tends to be specific species, usually only
one or two, which can cause great economic damage in the agricultural sector. In the
last 3 decades, the concept of a biological process has been developed, widely detected in
eukaryotes, by which genes can be silenced, from double-stranded RNA (dsRNA). This
machinery has been investigated to understand its operation and to look for potential
applications that it could have in the field of biotechnology. In several studies it was found
that gene silencing is due to cytoplasmic intracellular enzymatic interactions with small
RNA molecules (siRNA), which act on intracellular messenger RNA (mRNA), preventing
it from translating a protein. Through this mechanism, the aim is to silence specific genes
in pest insects, which are essential for the insect to live and thus prevent the proliferation
of the pest. This article compiles the studies carried out on RNA interference, referring to

the genetic mechanism of insects, as an alternative for its control.

Keywords: gene silencing, pest control, pest insects, endogenous mRNA, exogenous

mRNA, enzyme complex.

Introduccion mir genes fue dilucidado por Napoli (1) en el
ano 1990, donde se evidencié que los genes

En las Gltimas décadas se ha venido desarro-  que expresan la coloracién en flores llama-

llando el concepto de ARN de interferencia
en el dmbito cientifico; estudios soportados
por las ramas de la biologia celular y molecu-
lar abordan el ARN de interferencia como un
mecanismo que promueve el silenciamien-
to genético, interrumpiendo la expresién de
genes especificos en la célula, introduciendo
ARN de doble cadena exégeno. Esto ha per-
mitido descubrir la funcién de varios genes

en diferentes seres vivos.

Una de las primeras senales de la presencia

de este mecanismo intracelular para supri-

das petunias que fueron modificadas gené-
ticamente se suprimieron, otorgdndole este
proceso de silenciamiento al gen transgénico
de Chalcona sintasa, que fue modificado. La
investigacién demostré que al introducir en
el vegetal una copia adicional del gen que
codifica para la enzima que participa en la
produccién de pigmentos de antocianina
denominada chalcona sintasa, las flores que
obtuvieron expresaban tonos desde purpura
a blanquecino. Después de esta investiga-
cién, en 1992 cientificos de la Universidad

de Roma le dieron el nombre de “Quelling”
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(2) o supresién a la inactivacién de la expre-
si6n de un gen al introducir una copia adi-
cional de ese mismo gen, en su estudio con el

hongo Neurospora crassa.

Luego se publicaron estudios realizados con
un nemdtodo llamado Caenorbabditis elegans,
en el afo 1995 por Guo et al (3) y en 1998
Fire et al (4), con los cuales pudieron diluci-
dar de una manera mas detallada, la mane-
ra como ocurre el proceso de silenciamiento
genético a través del ARN de interferencia,
fundamentado en la degeneracién del ARN
mensajero (ARNm) intracelular, cuando se
integra ARN exdgeno de cadena doble (AR-
Ndc), que es homologo a la secuencia diana,
por esta razén el ARNm especifico es pro-
penso a silenciarse. Fire et al, demostraron el
efecto fenotipico de ARN y observaron que
solo se produjeron cambios fenotipicos en el
gusano cuando fue integrado el RNA con-
sentido y anti-sentido en forma de ARN de
cadena doble, mas no cuando cada ARN era
integrado en presentacién de cadena sencilla.
Asi mismo, ellos demostraron que la secuen-
cia del ARN que se buscaba inactivar y la
que el RNA bicatenario contenia debian ser
complementarias, lo que agregaba especifi-
cidad al momento de producirse el silencia-
miento y se evidencié que poca cantidad de
moléculas se necesitaban para obtener silen-

ciamiento, que era el objetivo.

En el ano 1999, Hamilton et al (5) realiza-
ron un estudio que describe el silenciamiento

génico postranscripcional (PTGS) como un

usando ARN de interferencia

mecanismo de defensa especifico de la se-
cuencia de nucleétidos que puede dirigirse a
los ARNm tanto celulares como virales. Para
el ano 2001, se publicé un articulo escrito
por Bernstein et al (6) en donde se analiza
que el ARN de interferencia en plantas pue-
de ocurrir tanto a nivel transcripcional como
post transcripcional; sin embargo, en ani-
males, sélo lograron identificar ARNi pos-
transcripcional. El ARNi se caracteriza en
animales y plantas por la presencia de ARN
de aproximadamente 22 nucleétidos de lar-
go que son homdlogos al gen diana que esta
siendo silenciado. Dichas secuencias de 22
nucleétidos son usadas como secuencias lider
que ordenan e instruyen a enzimas nucleasas
que componen el complejo RISC, para des-
truir los ARN mensajeros especificos del gen
que se busca suprimir. Por ende, el ARNi se
considera como un mecanismo que ha revo-

lucionado la biologia celular.

Caracterizando el RNA de
interferencia

El ARNIi fue caracterizado en el afo 1998,
cuando Fire y Mello demostraron que, si se
introducia una secuencia de RNA de doble
hebra en las células del gusano Caenorhabdi-
tis elegans, este RNA le ocasiona interferencia
al RNA mensajero, suprimiendo la traduc-
cién de proteinas especificas. Este ARN bi-
catenario exdgeno al ser integrado, se degra-
da en el citoplasma en pequefnas hebras de
ARN de 20 a 25 nucleétidos, a lo que se le

denomino ARN de interferencia.
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Figura 1. Esquema donde se define el descubrimiento del silenciamiento génico inducido por
ARNIi cuando se concedié el premio Nobel a Fire-Mello (7).
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— gene silencing by double-stranded RNA
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Fuente: The Nobel Committee for Physiology or Medicine. Ilustration: Annika Rohl
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En el estudio que se realizé in vitro utilizando
extractos de la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster (8), se describié el mecanismo
del ARNi donde el ARN de doble cadena
(ARNdc) por lo general mds de 200pb, que es
introducido en la célula, promueve la destruc-
cién de la secuencia de intercambio de ARNm
con el ARNdc. A este fenémeno se le deno-
mina (ARNi). El ARNdc se convierte por
escisiéon endonucleolitica que es dependiente
de ATP, a través de un complejo enzimdti-
co, en pequenos ARN interferentes (ARNsi)
de 21 a 23 nucledtidos, que en las regiones
complementarias hibridan el ARNm intrace-
lular imposibilitando que este codifique para
proteinas especificas, hay otros mecanismos
distintos por los cuales esto puede ser desa-
rrollado. En el articulo que escribe Rana T.
(9), define el RNAi como molécuas de ARN
de cadena doble que consta de 20 nucleétidos
aproximadamente cuyas cadenas muestran
una complementariedad exacta y estas hebras
son provenientes de unas escisiones enzimadti-
cas citoplasmdticas. A continuacion, procede-

mos a describir este complejo enzimdtico:
Componentes del silenciamiento génico

Tipos de ARNi

La molécula del ARN de interferencia, tienen
una composicién entre los 20 y 25 nucleédti-
dos, siendo este una molécula pequefia que se
produce por la segmentacién de hebras mis
largas. Los ARNi pueden ser clasificados en

tres grupos grandes:

usando ARN de interferencia

1. Los ARNsi asociados a Piwi

(piRNAs por sus siglas en inglés)

Estos pequefios ARNsi se originan desde
unas hebras precursoras mds largas de una
sola cadena, en un proceso independiente
de las enzimas Drosha y Dicer. Las protei-
nas piwi constituyen una subclase de la li-
nea germinal de la familia argonaute, con el
fin de generar complejos silenciadores que
son inducidos por piRNAs. Los cuales ayu-
dan a oprimir los transposones a través de
mecanismos transcripcionales o postrans-
cripcionales y asi se mantiene la integridad
del genoma de la linea germinal (10). Adi-
cionalmente a que los piRNAs tienen fun-
ciones de silenciamiento génico, también
contribuyen a la regulacién de genes celula-
res. Este grupo de ARNGi integrantes de la
supresién de genes ha sido identificado hace
poco y por lo tanto no se tiene mucha in-
formacidn, de todas formas su estudio estd
permitiendo acoplar nuevos puntos de vista
para lograr la comprensién de los mecanis-

mos que maneja el ARNi(11).

2. siRNA (ARN de interferencia peque-
fo)

Estas moléculas estdn constituidas por dos
cadenas de ARN, con una longitud aproxi-
mada de 20 nucleétidos, cuyas hebras pre-
sentan complementariedad. estas moléculas
se forman debido a la enzima Dicer la cual
corta el RNA bicatenario exdgeno de cade-
nas largas en diferentes siRNA (12). Estos
productos fragmentados se incorporan des-

pués en el complejo silenciador inducido por
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ARN (RISC), el cual utiliza la hebra anti  su degeneracién o no permite que se dé la
sentido como una guifa para poder identifi-  traduccién (15).
car el ARNm que es complementario. Des-

pués el complejo RISC cataliza los ARNm  Otros componentes en esta reaccion son:
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los cuales son degradados por la maquinaria
celular, y asi produciendo el silenciamien-
to génico. Estos ARNs de interferencia pe-
quenos son introducidos en las células, lo
cual provoca el silenciamiento de diferentes

genes, suprimiendo asi diferentes funciones

en la célula (9).

3. RNAmi (microARN)

Los microARN se clasifican como ARN
monocatenario de aproximadamente 22
nucleétidos, los cuales se pueden encon-
trar en diversidad de organismos, desde
gusanos, humanos y plantas (13). Estos se
originan en el nucleo de las células y son
sintetizados como pioneros en el ndcleo;
y se les denomina microARN primarios.
Después del desarrollo nuclear, estos salen
al citoplasma mediante los poros nucleares.
Los microARN vya desarrollados se llaman
inmaduros y estos necesitan un procesa-

miento posterior para formar la parte activa

o madura (14).

Cuando los microARN se encuentran en el
citosol, son escindidos con la enzima Dicer,
que es la misma que hace los cortes para los
ARNm en el fenémeno de ARNi. El proce-
so es parecido al de ARNsi, la cadena anti
sentido se adhiere al complejo parecido a
RISC, esto depende del grado de comple-

mentariedad con el ARNm, o puede inducir

1. Enzima Dicer.

El Silenciamiento génico se da después que
la enzima Dicer fracciona el ARN de doble
cadena (dsRNA) en pequenos ARN inter-
ferentes (6) 16 . Dicer también se encarga
de procesar ARN pequenos enddgenos,
también conocidos como microRNA (16).
Esta pertenece a la familia de las nucleasas
ARNIsi, estas enzimas se conservan en dife-
rentes especies COmMo son mMoscas, gusanos,
plantas, hongos y mamiferos. La enzima
Dicer tiene 4 dominios: unién a ARNdc,
motivos dobles de RNAsa III, helicasa, y

un dominio de actividad endonucleasa(7) .

2. RISC.

Es el complejo ribonucleoproteico siglas en
inglés de RNA-induced silencing complex,
la cual contiene diversos factores celulares;
Gracias a esta se reconoce y se degradan
los mRNA diana. Lo primero que hace es
desenrollar y desnaturaliza los siRNA, esto
permite que la hebra anti- sentido guie el
complejo RISC hacia el ARN mensajero
que tiene secuencia homéloga, mientras
tanto es degradada la cadena con sentido.
Esto se da debido al acoplamiento de las
bases nitrogenadas. El complejo RISC pre-
senta actividad de las endonucleasas, esto
debido a que al igual que la enzima Dicer

contiene algunas proteinas miembros de la
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familia Argonaute (7).

Hoy en dia las investigaciones realizadas,
muestran que el uso del ARNi que se activa
con el ARNdc, es una metodologia antigua,
que precede de la variacién evolutiva de las
plantas y los gusanos. Asi mismo se ha infe-
rido que funciona de manera natural en el si-
lenciamiento de virus y elementos genéticos
moéviles que producen ARNdc intermedia-
rios, que son un tipo de ARN no producidos

a nivel celular usualmente (16).

Utilizando el ARNi se ha logrado silenciar ge-
nes que se encuentra en células de cultivo y es
posible silenciar el gen diana en un organismo
con eficiencia. El ARNi se puede utilizar para

silenciar RNAm los cuales codifican protei-

usando ARN de interferencia

nas que estdn implicadas en la ruta endocitica
para el desarrollo de moléculas. A través del
ARN interferente es posible separar la parte
del mecanismo endocitico necesario para dar
paso a la morfogénesis, como también se pue-
de aplicar este proceso en el biocontrol de pla-
gas en la agricultura (17). El silenciamiento,
se presentaba debido a que el gen introducido
como el homoélogo endégeno son interrum-
pidos, y se llamé a este proceso (18) co-su-
presién génica o silenciamiento génico post

transcriptional.

En poco tiempo, la presencia del RNAI se re-
gistré de una forma veloz, en muchas otras es-
pecies, como la planaria, hidra, el pez cebra,

mosca del vinagre (19), tripanosomas y plantas.

El ARNi tiene al menos tres propdsitos

Figura 2. Esquema de la estrategia de control de insectos plaga mediante ARNI. A. Seleccién del gen blanco; B. Produccién

de moléculas desencadenantes; C. Vias de aplicacién; C1. Métodos utilizados en laboratorio: aplicacién tdpica e inyectada

y aplicacién oral mediante dietas artificiales y método de la gota; C2. Estrategias de liberacién en campo; C2a. Aplicacién

de moléculas desencadenantes formuladas; C2b. Aplicacién a través de vectores (bacterias y virus); C2c. Uso de plantas
hospederas transgénicas (20).

A B
- b _“.I_.
Invitrs Invive

c2

Fuente: Correal et al.,(2018). Nuevas estrategias para el control biolégico en: Control biolégico de fitopa-
togenos, insectos y 4caros: Aplicaciones y perspectivas. Vol 2. Corporacién Colombiana de Investigacién

Agropecuaria -AGROSAVIA. https://doi.org/10.21930/agrosavia.investigation.7402544

165



166

NOVA. 2022; 20 (38)

esenciales en los organismos eucariotas, la
proteccién de agentes virales, la regulacién
génica especifica y defender el organismo de
elementos genéticos transponibles o trans-
posones, no obstante, no solo estas funcio-
nes estan asociadas al ARNi. El descubri-
miento del mecanisno usado por el RNAj
por Fire y Mello les otorgé la concesién del
premio Nobel de medicina, a los dos inves-

tigadores de nacionalidad estadounidense
para el afo 2006 (21).

Uso del ARNi para control en insectos
plaga

Se habia descrito qué Fire et al, demostra-
ron que el ARNi podia degradar ARNm vy
bloquear la expresién de genes de insectos,
como se investigd en el experimento con C.
elegans (4). La manera de activar el ARNi
en C. elegans se promueve sumergiendo el
nematodo directamente en soluciones que
contienen ARNdc, alimentiandolo con bac-
terias que expresan el ARNdc o en la ca-
vidad del cuerpo del nematodo se inyecta
ARNdc. En alguna de estas situaciones, el
efecto ARNi actia de manera sistémica y
transitoria, esto demuestra que el ARNI tie-
ne actividad de corta duracién y ocurre en
el animal completo, asi mismo el ARNdc
que toma la via RNAi es amplificado por la
enzima ARN polimerasa que es dependien-
te de ARN derivada del huésped (RdRp).
En insectos, el desarrollo del proceso cam-
bia, ya que parecen carecer de un RdRp en-

dégeno. En ausencia de RdRp, es probable

que los ARNdc en los insectos no se ampli-
fiquen y, para que sean efectivos, se deben
enviar directamente a las células y tejidos
donde se va a producir la supresién de la

expresion del gen diana (22) .

Debido a que el ARNi tiene un gran poten-
cial para silenciar genes especificos, la bio-
tecnologia nos permite usarlo en el campo
del control de plagas en la agricultura (23)
, en el caso de Colombia, el café es uno de
los productos mds importantes, ya que alre-
dedor de 500.000 familias tienen cultivos
cafeteros en 869.000 hectdreas aproximada-
mente y sus ingresos provienen de la venta
de la semilla, se busca promover el manejo
integrado de insectos plaga en los cafetales,
para su control y evitar la propagacién de
enfermedades de una manera menos nociva
para el ambiente, que marque una diferen-
cia al uso de pesticidas (24). Mantener las
caracteristicas sanitarias del cultivo, es uno
de los puntos clave en los cafetales, para
salvaguardar la productividad, la excelente
calidad y asegurar sus ingresos. En este tipo
de cultivos, se encuentra la Broca del café, o
barrenador del café, Hypothenemus hampei
Ferrari, aparecié en Colombia un insecto en
el anol1988, el control de este insecto se ha
mostrado como un gran reto ya que tiene un
hédbito de integrarse en los frutos de café y
permanecer oculto, ya alli logra alimentarse
y reproducirse causando dafos que influyen
en varios factores como: el peso de la se-
milla, la disminucién de la calidad del café

y por ultimo la pérdida total del fruto (25).
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El uso de insecticidas no es una solucién
viable para la erradicacién de este insecto,
por el impacto ambiental que tiene y por
qué cuando el insecto se encuentra dentro
de la semilla del café, ya ningun insecticida
tiene efectividad sobre él, asi que el ARNi
es un mecanismo fundamental para silen-
ciar genes post transcripcionales que permi-

tan el control de este insecto.

El insecto debe ser capaz de integrar de
manera auténoma las moléculas de ARNdc
para desencadenar el mecanismo de ARNi
y esto es posible realizarlo por medio de al-

guno dC estos mecanismos:

1) A través de la proteina SID-I, que es
una proteina transmembrana que se
caracterizé6 en Caenorhabditis elegans
Maupas, en el ano 1990 (Rhabditida,
Rhabditidae), se ha evidenciado que
esta proteina interviene en el proceso

de captura de ARNdc citoplasmitico.

2) Existe una via donde la enzima ATPasa
H + vacuolar tiene un papel importan-
te para el transporte de solutos inter-

membranales (26).

Baum et al publicaron un estudio donde se
evidencia la importancia del ARNi como
uso para el control de insectos, como res-
puesta a la proteccién de los cultivos y re-
portaron en ese estudio una disminucién
en el perjuicio causado por el gusano de la

raiz del maiz Diabrotica virgifera (Coleop-

usando ARN de interferencia

tera, Chrysomelidae) en plantas de maiz
que a nivel genémico fueron modificadas
con ARNdc del gen ATPasa H+(27). Por
otra parte otros estudios (28), que implican
el suministro de ARNdc por via ingestién
oral, demuestran que hay una vasta gama de
organismos diana de diferentes familias de
insectos, y encontraron multiples genes que
son candidatos para demuestrar el amplio
espectro de aplicacién integrando ARNdc
y el potencial que tiene la técnica que usa
ARNIi (29). Durante los dltimos afos, Ba-
yer ha desarrollado y aprobado el evento de
transporte de maiz denominado SmartStax
PRO MON 87411 celebrado en Canad4 en
2016 y los Estados Unidos de América en el
2017 que promueve el control de Diabrotica
virgifera virgifera este se ha considerado un
acontecimiento significativo en el uso de la
biotecnologia RNAi en el campo agricola
(30). Esta tecnologia ahora estd disponible

para el uso en la produccién agricola.

Algo particular en los insectos, es que ellos
son capaces de generar una respuesta de
ARNi completa o sistémica frente a la in-
troduccién de ARNdc; la absorcién celular
de dsRNA en los insectos, se efectua a tra-
vés de endocitosis mediada por el receptor
de la célula captadora al igual que en células
cultivadas, como iz vive (31). Adicional a
esto, se conoce que la captacién de ARNdc
desnudo depende de su longitud y ocurre
eficientemente para moléculas de ARNdc
largas de alrededor de 200-500 pares de
bases (pb) e incluso de hasta alrededor de
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1000 pb. Pero para construcciones mds cor-
tas como los ARNSsi, esta eficacia disminuye
(32) . En este estudio, se demostrd que las
lipoforinas pueden adherirse a los fragmen-
tos de ARNdc en la hemolinfa del insecto,
lo que permite inferir que estas proteinas
tienen un rol en la proteccién, el transporte

o las dos, en todo el cuerpo del insecto (33).

Adicionalmente, se han informado dos ha-
llazgos principales para Drosophila mela-

nogaster. Primero, la infeccién viral de las

células de Drosophila cultivadas aumenté la
formacién de estructuras similares a nano-
tubos a través de las cuales puede ocurrir
el transporte a corta distancia de los com-
ponentes ARNdc y RISC (34).En segundo
lugar, se ha demostrado que las moscas usan
vesiculas similares a exosomas derivadas de
hemocitos para diseminarse sistémicamente
una sefal de ARNsi antiviral en la hemo-

linfa (35).

Figura 3. Modelo simplificado de ARNIi (antiviral) en insectos (36)
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Al integrar ARNdc en el insecto, encami-
nado a bloquear la transcripcién de un gen
enddgeno especifico en el organismo de la
plaga objetivo, se puede eliminar la expre-

si6n de este gen a nivel postranscripcional.

Teniendo en cuenta esta informacidén, rea-
lizando un proceso de seleccién de un gen
objetivo esencial para la sobrevivencia de
la plaga o que le permita generar patogeni-

cidad, este mecanismo puede conducir a la
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mortalidad de insectos. La condicién pun-
tual de especificidad que tiene la secuencia
y la posibilidad de apuntar a cualquier gen
que afecte la sobrevivencia de la plaga y que
sea no conservado, evocan al ARNi como un
candidato ideal, para ser aplicado como in-

secticida especifico de la especie.

Wauriyanghan et al en el afo 2011 realiza-
ron un experimento administrando ARN de
doble cadena, y siRNAs de forma oral, en el
psilido de la papa/tomate Bactericerca coc-
kerelli, quien es un vector para la bacteria
Candidatus liberibacter sp, la cual se asocia
con la enfermedad del chip de cebra de la
papa, y Diaphorina citri es el vector de Ca.
Liberibacter asiaticus, asociado con el rever-
decimiento de los citricos o denominado la
enfermedad de Huanglongbing (HBL), que
en el momento es una de las mayores ame-
nazas en la industria de los citricos. La se-
mejanza bioldgica entre el chip de cebra con
la HLB, sus agentes causal de la enfermedad
y sus vectores psilidos sugieren que el éxito
con una especie de insecto, B. cockerelli, ten-
drd una aplicacién potencial en la otra, D.
citri. El suministro de RNA de interferencia
ocasiona un porcentaje de muerte alto en los

insectos (37).

En el afo 2013 Xiong et al, publicaron un
estudio donde se silencié el gen de la muda
HaHR3, del gusano de la cdpsula del algo-
dén (Helicoverpa armigera) cuando H. armi-
gera se alimentaba de E. coli o plantas trans-

génicas las cuales contenian el RNA de doble

usando ARN de interferencia

cadena, se observé una reduccién significa-
tiva de la expresién del gen HaHR3, lo que
llevé a la larva a tener una mala formacién y
un alto porcentaje de muerte (38). En la re-
vista Science en el 2008, Wu KM et al reali-
zaron una investigacién donde se utilizaban
plantas transgénicas de algodén con toxina
insecticidas de Bacillus thuringiensis (Bt), la
cual ayuda a combatir y resistir la plaga del
gusano H. armigera, y también evita la pre-
sencia en otros cultivos (39). Asi mismo se
podria usar ANRIi en conjunto con la toxina
tipo Cry de Bacillus thuringiensis (Bt), Lo que
podria ser un gran potencial para combatir
los insectos que afectan cada dia la economia
agricola, se puede suponer que la resistencia
de algunas plagas a la toxina Cry de B. thu-
ringiensis (Bt), podria disminuir con el uso
de RNA de interferencia indicados directa-
mente con los genes que estdn involucrados

en dicha resistencia (40).

El uso de plantas transgénicas con ARN de
interferencia sigue siendo una fuente de ayu-
da para combatir diversidad de plagas, en el
estudio realizado por Kumar et al. (2012),
Utilizaron la planta N. attenuata las cuales
tenfan un fragmento del gen CYP6B46 de
una forma invertida para producir ARNdc,
el gen diana estd en el intestino de Maduz-
ca sexta, después que estos se alimentardn
de dicha planta, se observé una reduccién
significativamente la expresién del gen (41).
Una evidencia del silenciamiento de genes
mediante el uso de RNAIi en insectos pla-

ga y su uso exitoso para detener la expresién
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de genes Diana vitales, abrié una puerta al
desarrollo de una variedad de enfoques no-
vedosos y amigables con el medioambiente
(42). Realizaron experimentos donde usaban
RNA de interferencia para controlar la po-
lilla del dorso de diamante, Plutella xylos-
tella, donde este iba actuar directamente al
gen diana acetilcolinesterasa AchE2,la tasa
de mortalidad fue bastante elevada cuando

estas se alimentaron de la planta Brassica spp

(43).

Hasta el momento solo hemos revisado el en-
foque transformador para entregar ARNdc,
que implica la utilidad de plantas transgé-
nicas, usdndolas como herramienta para el
el biocontrol de insectos plagas. Esta es una
forma atractiva de inducir el silenciamien-
to génico en una plaga especifica (27), sin
embargo, no es prictico para todos los or-
ganismos o cultivos de destino. Adicional a
esto, una de las principales desventajas de las
plantas y semillas transgénicas es que ellas
llevan un proceso de aprobacién regulatoria
por parte de las entidades responsables, que
requiere de anos de estudio y es costosa (44),
teniendo en cuenta esto los estudios actuales
estdan enfocados en encontrar técnicas que
impliquen una disminucién constante en el
costo de produccién de ARNdc, para asi mis-
mo obtener mayor atraccién de las empresas

hacia el desarrollo de técnicas mejoradas de

produccién de ARNdc (45).

El silenciamiento génico mediado por ARNi

se puede inducir de dos maneras en un or-

ganismo, liberando moléculas de ARNdc o
administrando directamente ARN pequefios
(ARNs). En el momento se han encontrado
dos tipos principales de ARN pequefos que
acttian sobre la via del ARNi: Los microARN
(miARN) y los ARN de pequena interferen-
cia (ARNip). Los ARNmi surgen de forma
intracelular e intervienen en la regulacién de
la expresién de los genes, mientras que los
ARNisi pueden ser de origen exdgeno, pue-
den provenir de un virus o suministro artifi-
cial (46). O de origen endégeno de transpo-
sones (47).

En la mayoria de los casos, los insectos cap-
tan ARNdc de mds de 50 pb, pero no captan
ARNs (48), aunque algunos estudios han de-
mostrado que el ARNs puede desencadenar
el silenciamiento de genes (49). Sin embargo,
otros organismos como los hongos y las plan-
tas absorben tanto ARNdc como ARNs (50),
lo que sugiere que estos organismos tienen

un mecanismo de absorcién diferente (51).

Cuando las moléculas de ARN son agrega-
das al campo de accién (puede ser a través
de plantas transgénicas, pulverizacién foliar
o inyeccién en el tronco), deben buscar una
ruta de ingreso a nivel celular en el organis-
mo objetivo para desencadenar el silencia-
miento génico. Existen dos procesos por los
cuales puede ocurrir: (a) absorcién directa
o (b) indirecta. La absorcién directa ocurre
en el momento en que las moléculas de AR-
Ndc son absorbidas por medio del contacto

topico o cuando los insectos se alimentan
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de las plantas o tejidos vegetales. En sentido
contrario, la captacién indirecta de molé-

culas de ARN es un proceso que implica

usando ARN de interferencia

ingresar primero en el sistema vascular de la

planta y después ser captadas por el insecto/

patégeno (40).

Figura 4. Opciones de entrega de ARNi no transformadoras para la activacion del silenciamiento génico enddgeno. (52)
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Los costos de produccién de ARNdc dismi-
nuyeron de una manera muy marcada en los
ultimos anos, de 12,500 USD por gramo en
el ano 2008 a 60 USD por gramo (cifras cal-
culadas aproximadamente) en 2018 (52), esto
incrementa la expectativa de precios para los
productores agricolas que son el mercado ob-

jetivo, esperando que estos bajen significa-

tivamente en los préoximos afios. La amplia
produccién sistemdtica de ARNdc, se puede
dar de manera in vivo o in vitro, y esto per-
mite una elevada produccién de ARNdc con
la disminucién de costes. Se trata de estrate-
gias basadas en la hibridacién de dos ARN
monocatenarios (ssARNs), que son sintetiza-

dos enzimdticamente, que pueden realizarse
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in vitro o in vivo (utilizando células bacteria-
nas deficientes en la enzima RNasa III que
degrada los ARNdc) (50). Aunque un siste-
ma in vivo permite la produccién masiva de
ARNdc comparada con la sintesis in vitro,
aun reporta resultados con costos elevados,
una purificacién dura y una alta demanda
de mano de obra (20) y adicional a esto sigue
siendo ARNdc desnudo que en condiciones
de prictica, presenta una vida media mds
corta. Por eso mismo, la entrega de ARNdc
es una opcién eficaz para aumentar la estabi-
lidad y rendimiento del silenciamiento géni-
co en especies recalcitrantes en Lepiddptera y
Hemiptera, permitiendo que las plantas estén

protegidas por mds tiempo.
Conclusiones

Aunque el ARN de interferencia es un ha-
llazgo cientifico que cuenta con pocas dé-
cadas, ha tenido muchos avances en los tl-
timos afos y tiene un gran potencial para
ser utilizado en el campo biotecnolégico y
en otros campos. En la agricultura, puede
usarse como control de insectos plaga que
acechan los cultivos y representa una técni-
ca amigable con el medio ambiente, siendo
un reemplazo a los pesticidas y otros qui-
micos utilizados a diario para el control de
plagas, que no siempre son eficaces y dafian

el medio ambiente.

Aunque el uso de insecticidas es un pro-
cedimiento frecuente, del 18 al 20% de la

cosecha que se cultiva es pérdida, debido a

que los insectos plaga la infestan; uno de
los problemas es la resistencia que generan
los insectos ante los insecticidas, situacién
que hace inminente buscar una solucién
mds eficaz para mejorar las estrategias de

proteccién vegetal.
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Resumen

Introduccién. La Brucelosis bovina, es una enfermedad bacteriana e infecto contagiosa,
causada por Brucella abortus. Se transmite a través de la ingestién de forrajes y aguas
contaminadas con descargas vaginales infectadas, que conlleva a una patologia del sistema
reproductor en bovinos, que impactan la sanidad pecuaria y la economia de la agroindustria.
Objetivo. Evaluar el comportamiento de la brucelosis bovina en el municipio de Aguazul,
Casanare (Colombia) y los factores asociados al desarrollo de esta enfermedad. Metodologia.
Estudio descritptivo de 26.187 muestras de suero sanguineo de ganado bovino evaluadas,
que corresponden a 260 predios del municipio de Aguazul. Se empled técnicas seroldgicas
como rosa de bengala, fluorescencia polarizada y ELISA competitiva para la evaluacién de
positividad a Brucella abortusy se evaluaron las pérdidas econémicas asociadas a positividad
en los ensayos de laboratorio. Resultados y conclusiones. La positividad a brucelosis bovina
correspondié al 1%, que corresponde a hembras menores de 24 meses de edad y entre 37
a 48 meses y, machos entre los 57 a 68 meses de edad. Se sugiere consolidar esfuerzos en
investigacion para evaluar los factores que contribuyen a la seropositividad en el ganado y

el riesgo para la propagacién y mantenimiento de la enfermedad.
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Abstract

Introduction. Bovine brucellosis is a contagious bacterial and infectious disease caused by
Brucella abortus. It is transmitted through the ingestion of forage and water contaminated
with infected vaginal discharges, which leads to a pathology of the reproductive system in
bovines, which impacts livestock health and the economy of agribusiness. Aim. To evaluate
the behavior of bovine brucellosis in the municipality of Aguazul, Casanare (Colombia)
and the factors associated with the development of this disease. Methodology. Descriptive
study of 26,187 bovine blood serum samples evaluated, corresponding to 260 farms in the
municipality of Aguazul. Serological techniques such as rose bengal, polarized fluorescence,
and competitive ELISA were used to evaluate positivity to Brucella abortus and the economic
losses associated with positivity in laboratory tests were evaluated. Results and conclusions.
The positivity to bovine brucellosis corresponded to 1%, which corresponds to females
under 24 months of age and between 37 to 48 months and males between 57 to 68 months
of age. It is suggested to consolidate research efforts to evaluate the factors that contribute

to seropositivity in cattle and the risk for the spread and maintenance of the disease.

Keywords: Brucella abortus, bovine brucellosis, Bengal rose test, polarized fluorescence,

Competitive ELISA, Epidat.

Introduccion do aborto espontdneo, por ende, es cataloga-

da como una enfermedad reproductiva, con

La brucelosis es una enfermedad infecciosa,
producida por una bacteria llamada Brucella
abortus; este microorganismo aerobio, tiene
una morfologia de cocobacilo Gram negati-
vo, no produce cdpsula, no tiene la capacidad
de esporular y no es moévil. Se clasifica filo-
genéticamente, en la subdivisién alfa-2 de las
Proteobacterias, junto con Ochrobactrum,
Rhizobium, Rhodobacter, Agrobacterium,
Bartonella y Rickettsia. Este patégeno in-
tracelular obligado, afecta principalmente a
animales domésticos y silvestres e incluso al
humano. En bovinos, se presenta como una

enfermedad crénica debilitante, producien-

consecuencias econémicas altamente signifi—

cativas para los paises productores (1,2).

Si bien es cierto que muchos factores pueden
influir en la instauracién y propagacién de
la brucelosis cuando el ganado es expuesto a
este agente; la via de transmisién mds comin
a animales estd relacionada con la ingestién
de forrajes y aguas contaminadas con descar-
gas vaginales infectadas. El contagio en ani-
males se describe teniendo en cuenta que las
especies de Brucella spp son eliminadas en
las secreciones uterinas después de un aborto

o parto (3).



Por ello cabe destacar, que la mayor concen-
tracién del microorganismo en los anima-
les infectados se encuentra en: la placenta,
el feto, las membranas fetales y en el con-
tenido uterino y en menor concentracion,
se puede encontrar en orina, heces y leche.
Bdsicamente, la infeccién del ganado se es-
tablece de dos maneras, la transmisién no
venérea, que destaca las vias de entrada mds
comunes, entre las cuales se encuentran las
mucosas nasales y orales y la transmisién ve-
nérea menos comun, a través del método de

reproduccién asistida como la inseminacién

artificial (3).

Teniendo en cuenta que, Brucella abortus se
localiza principalmente en el sistema repro-
ductivo tanto de hembras como de machos,
el signo clinico mds comin cuando se pre-
senta la infeccidn es el aborto y la infertilidad
en bovinos (3,4,5). En hembras prefiadas, la
infeccién llega a constituirse en una enfer-
medad crénica, que conduce a una reduccién
del 25% en la produccién de leche (6). Debi-
do a que esta bacteria se replica dentro de los
trofoblastos corioalantoides de la placenta,
se produce como consecuencia, placentitis,
muerte fetal y posteriormente aborto. Por
otro lado, en machos, se desarrollan signos
y sintomas sistémicos, siendo la orquitis el
signo mds comun; a menudo, asociada con la
vesiculitis y la epididimitis; todo esto condu-
ce a una fibrosis del parénquima testicular,
dando como resultado no solo el deterioro de
la produccién seminal, sino también la infer-

tilidad parcial o permanente del toro (3,4,5).

Moscoso et al. Seropositividad de Brucella abortus en
ganado bovino de Aguazul - Casanare

La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) considera la brucelosis como una
de las siete zoonosis mds extendidas a nivel
mundial y menos priorizada por los siste-
mas de salud (7). Paises como América La-
tina, Oriente Medio, Africa y Asia no han

erradicado dicha enfermedad.

Puntualmente, en el municipio de Aguazul
- Casanare, segtin los boletines epidemio-
légicos del Instituto Colombiano Agrope-
cuario (ICA), se reporté una positividad de
brucelosis del 7.8% (40 cabezas de ganado),
8% (16 cabezas de ganado) y 4% (317 ca-
bezas de ganado) en los afos 2013, 2014 y
2015 respectivamente. (8, 9,10). No obstan-
te, los bovinos examinados no alcanzan ni
siquiera el 50% de la muestra trabajada en

este estudio.

Por otro lado, un tratamiento rdpido y ade-
cuado y una prevencién de la diseminacién
de la brucelosis, se facilita iniciando con un
correcto diagndstico; en Colombia, el diag-
néstico de esta enfermedad se rige, por las
resoluciones que expide el ICA, quien es la
entidad responsable de la sanidad agrope-
cuaria del pais (11). De esta manera, segiin
la resolucién vigente, se deben realizar prue-
bas tamiz de deteccién de anticuerpos en
suero sanguineo o suero de leche, que pue-
den ser: la prueba de aglutinacién de rosa
de bengala, fluorescencia polarizada (FPA),
ELISA indirecta o fijacién de complemento.
Por la normativa, toda prueba tamiz posi-

tiva o caso sospechoso, debe confirmarse
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con ELISA competitiva, que es aplicada por
su alta especificidad; si esta prueba resulta
positiva, los animales son destinados al sa-
crificio (11). En el presente estudio siguien-
do la normativa se emplearon los inmu-
noensayos de rosa de bengala, fluorescencia

polarizada y ELISA competitiva.

No obstante, cabe aclarar que esta enferme-
dad no tiene cura; por ende, la vacunacién
es una estrategia solo para el control y pre-
vencién de la misma; el programa nacional
de brucelosis bovina, ha establecido que los
bovinos a vacunar serdn las hembras de 3
a 8 meses de edad en el ciclo de vacuna-
cién anual, aplicado junto con el programa
de control contra la fiebre aftosa, contrario
a los machos a quienes no se les realiza la
vacunacién (11). Las vacunas admitidas son
la cepa 19 o la cepa RB51; que son aplica-
das dependiendo de la edad del bovino (12).
Cabe aclarar que la vacuna C19 induce a la
produccién de anticuerpos que interfieren
en las pruebas serolégicas; pues las mismas
no distinguen entre anticuerpos vactinales
y los inducidos por cepas patdgenas de Bru-
cella spp, dando lugar a falsos positivos. En
cuanto a las reacciones falsas negativas, se
producen muy raramente, sobre todo debi-

do a fenémenos de prozona (13).

El presente estudio se realizé en 260 fin-
cas en el municipio de Aguazul, Casanare
en el periodo del afio 2013 a 2015; con el
fin de investigar, determinar y aproximar

la seropositividad de la brucelosis bovina a

partir de suero sanguineo. También, se re-
lacionaron los factores de riesgo asociados a
la enfermedad y las implicaciones econémi-
cas como consecuencia de la diseminacién
de la misma para los hatos que resultaron

positivos.

La trascendencia en el reconocimiento de la
brucelosis en el ganado a trabajar implica
apoyar al sector ganadero, orientar las me-
didas necesarias para diagnésticos oportu-
nos y disefar campanas para la aplicacién
de medidas preventivas, lo que podria favo-
recer en la disminucién de los casos repor-

tados de esta enfermedad.

De acuerdo a los datos obtenidos, se iden-
tificé una seropositividad de brucelosis bo-
vina en los 260 predios de 1% en Aguazul;
bajo el apoyo de una revisién literaria se
describié la asociacién de diversos factores
que posiblemente sean evidencia de la reali-
dad de esta patologia en este municipio que
impactan negativamente a la economia re-

gional.

Materiales y métodos

Caracterizacion del ganado y los
predios

Los predios analizados fueron debidamente
caracterizados a través de una encuesta que

permitié reconocer aspectos relacionados



con el tipo de explotacién, la presencia de
otro tipo de animales diferentes a bovinos,
las fuentes de agua que se utilizan para ali-
mentar a los animales, las vacunas aplicadas
en los especimenes y la infraestructura de la
finca; estableciendo asi los posibles factores
predisponentes para la presentacién de bru-

celosis.
Recoleccion de muestras

Para la deteccién de brucelosis en ganado,
se requiere detectar anticuerpos especificos
anti-brucella a través de inmunoensayos en
suero sanguineo. De esta manera, para el
muestreo en los predios de Aguazul, se re-
colectd sangre total, que posteriormente fue
centrifugada y analizada por medio de tres
inmunoensayos: rosa de bengala y fluores-
cencia polarizada como pruebas tamiz y la
prueba de ELISA competitiva que se utili-
z6 como estrategia confirmatoria. En total,
en los 260 predios se recolectaron 26.187
muestras de bovinos en edad reproductiva o

muy cercanos a la misma.
Andlisis serolégico:

La presencia del agente bacteriano causante
de aborto espontdneo se reconoce a través
de la deteccién de anticuerpos en bovinos
en edad reproductiva. En esta oportunidad,
se realizaron cinco muestreos, con un in-
tervalo de 4 meses entre cada uno; entre los
cuales, cuando un bovino resultaba positivo

y era confirmado por ELISA competitiva, se
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ganado bovino de Aguazul - Casanare

aplicaban las medidas de saneamiento. De
esta manera, el total de muestras, se obtu-
vieron acorde a la disponibilidad de predios
y de bovinos tras aplicar las medidas de sa-
neamiento segun lo establecido en la resolu-
cién 1332 del 2013 (11), asegurando la ép-
tima ejecucién en los intervalos de tiempo

requeridos (Tabla 1).

Tabla 1. Total de muestras obtenidas en los cinco muestreos
durante el estudio.

Total de predios Total de muestras
intervenidos obtenidad
Muestreo 1 260 9037
Muestreo 2 168 5661
Muestreo 3 66 4798
Muestreo 4 55 4716
Muestreo 5 2 362

Fuente: Elaboracién propia.

Métodos serolégicos:

El diagnéstico de la brucelosis a partir de
muestras de suero sanguineo, se basa en la
deteccidon de anticuerpos contra el lipopoli-
sacdrido por métodos indirectos que permi-
ten evaluar la respuesta inmune del animal
frente a la infeccién bacteriana, entre ellos
la prueba de rosa de bengala, fluorescencia

polarizada y ELISA competitiva.

La prueba de rosa de bengala, es una técnica
que permite determinar a través de antige-

nos tenidos de color rosa, la presencia de

181



182

NOVA. 2022; 20 (38)

anticuerpos contra Brucella sp.; la unién de
antigeno- anticuerpo se puede evidenciar a
través de una aglutinacién en placa que de-

marca un resultado positivo en pocos minu-

tos (14,15).

Por otro lado, la prueba de fluorescencia po-
larizada, es un ensayo basado en el princi-
pio fisico, donde la velocidad de rotacién de
las moléculas en un medio liquido depende
de la masa. La FPA maneja tres conceptos
claves, 1) Fluorescencia, la fluoresceina ab-
sorbe la luz y la libera como luz fluorescente
a una longitud mayor; 2) la velocidad de ro-
tacién en una solucién, cuanto mas peque-
fia sea una molécula, mis rdpido gira y ma-
yor serd la despolarizacién que produce.3) la
luz polarizada, por sus propiedades permite
distinguir la unién entre Ag-Ab a través de
la tecnologia de polarizacién por fluores-
cencia. Esto quiere decir que, el complejo
Ag-Ab absorbe la luz polarizada emitida,
luego rota segiin su masa y la libera en un
plano diferente en forma de fluorescencia
polarizada que es detectada por un medi-
dor que genera resultados a través de una
curva. Por ende, la presencia de anticuerpos
anti-Brucella en el suero de un bovino es
inversamente proporcional a la sefal de luz
polarizada emitida (15). A mayor masa me-

nor velocidad de rotacién, mayor cantidad

de uniones de Ag-Ab.

Las pruebas ELISA se basan en la unién es-
pecifica de los anticuerpos de la muestra al

antigeno inmovilizado. La visualizacién de

la unién se presencia gracias a una reaccién
quimica o enzimdtica. La ELISA competiti-
va a diferencia de las demds, utiliza epitopos
especificos del LPS-s de Brucella, lo que au-

menta la especificidad en los ensayos (15).

La debida interpretacién de las muestras de
bovinos trabajadas durante este estudio, se
realizd a través de cinco muestreos; Es im-
portante aclarar que solo se logré realizar la
confirmacién por ELISA competitiva has-
ta el cuarto muestreo, para el quinto por
la disponibilidad de predios y el tiempo de
ejecucién del estudio no se alcanzé aplicar

la estrategia confirmatoria.

Para la compresion de dichos resultados po-
sitivos y negativos y de igual manera para
lograr asociar los factores predisponentes
vinculados con la presentacién de la en-
fermedad en los hatos trabajados se reali-
z6 una base de datos en Microsoft Excel,
que permitiera tabular y recolectar los datos
obtenidos durante los muestreos realizados.
Para la determinacién de la seropositividad
de los bovinos analizados y un andlisis esta-
distico epidemiolégico 6ptimo se utilizé el

software Epidat.

Resultados

Resaltando la importancia de la erradicacién
de la brucelosis en Colombia, como punto

de partida para cumplir con los requisitos



de exportacién a nivel internacional y man-
tener la calidad de salud publica del pais, la
recoleccién de datos epidemioldgicos se tor-
na fundamental para reconocer la situacién
actual, principalmente en una zona produc-

tora como lo es Aguazul-Casanare.

En Colombia, para la fecha tras realizar la
depuracién de datos obtenidos en el perio-
do de 2013-2015; el punto de partida fue
el andlisis de posibles factores asociados a
través de diversas encuestas realizadas a los

ganaderos participes de este estudio.

Es importante destacar que, en los 260
predios trabajados, 32 de ellos presentan
al menos un aborto al afo. Por supuesto el
tipo de explotacién ganadera es un factor
predisponente para la presentacién de dicha
enfermedad y por consiguiente la pérdida
del bovino; el mayor tipo de explotacién es

lechera (Figura 1).

Figura 1. Método de reproduccién animal utilizado en los
predios de Aguazul-Casanare 2013-2015.
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Fuente: Elaboracién propia.
De igual forma, los ganaderos de Aguazul uti-

lizan la monta natural con toro propio como

método predominante para la reproduccién
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bovina (Figura 2). Otro aspecto influyente
que se evalud, fue el tipo de infraestructura,
en el que se hall6 una mayor utilizacién de
cercas para separar las diferentes explotacio-
nes en el predio y un menor nimero de uso

de bretes

Figura 2. Tipo de explotacién en los predios de Aguazul-
Casanare 2013-2015.
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Fuente: Elaboracién propia.

Figura 3. Tipo de infraestructura de los predios de Aguazul-
Casanare 2013-2015.
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En efecto, en este estudio, es importante re-
saltar que solo 34 predios alimentan a sus
animales con agua de acueducto, mientras
que una gran parte utilizan como fuente
para consumo de agua un pozo profundo y

un rio (Figura 4).
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Figura 4. Fuentes de agua utilizadas para el alimento de los
animales de Aguazul 2013-2015.
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Fuente: Elaboracién propia.

Por otro lado, se observé que 259 predios
aguazulenos vacunaron contra la brucelosis

en dicho periodo (Figura 5).

Figura 5. Vacunas aplicadas para la prevencion de
enfermedades en bovinos de los predios de Aguazul-
Casanare 2013-2015.
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Fuente: Elaboracién propia.

Seropositividad

En efecto, como se ha mencionado se mues-
trearon tanto hembras como machos (Figura
6), lo cual evidencia que en el proceso de pro-
duccién que se desarrolla en el municipio, la
presencia de hembras fértiles es esencial para
obtener la materia prima, y los machos son
parte del proceso de reproduccién bovina. No
obstante, en todos los muestreos hubo positi-

vidad destacable en hembras.

Figura 6. Positividad para los muestreos con Rosa de bengala
seglin sexo para los predios Agualzul-Casanare, 2013-2015.
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Para la 6ptima comprensién de la seropositi-
vidad establecida; se hallé que del total de la
poblacién, 260 hembras y 3 machos fueron
positivos para brucelosis, lo que se traduce en
una prevalencia del 1% de la enfermedad del

total de bovinos muestreados (Figura 7).

Figura 7. Positividad del total de muestreos 2013-2015.
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Para facilitar la interpretacién de los datos  respectivamente. Asi mismo, se incluyeron

respecto al sexo, los machos y hembras se  muestreos en hembras muy cercanas a la

organizaron en grupos de 12 meses partien-  edad fértil para evaluar su posible positivi-
do desde las edades fértiles de 8 y 24 meses  dad. (Figuras 8 y 9).
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Figura 8. Positividad de los muestreos en machos de los predios Aguazul-Casanare, 2013-2015.
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Figura 9. Positividad de los muestreos en hembras de los predios Aguazul-Casanare, 2013-2015.
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En cuanto a la positividad observada para
los periodos de meses establecidos, clara-
mente las edades de 8 a 20 meses en machos
y de 24 a 36 meses en hembras muestran
una destacable positividad a diferencia de

Otros grupos etarios.

Teniendo en cuenta lo anterior, en machos
la agrupacién con la seropositividad mds re-
presentativa fue en las edades de entre 57 a
68 meses; obteniendo asi, una prevalencia
del 2% para dicho grupo. Por su parte, en
hembras la agrupacién con la seropositivi-
dad mds significativa fue en las menores
de 24 meses; cuya prevalencia representa el
3%; seguido de la agrupacién de 37 a 48
meses, con un 2% de prevalencia. (Figuras
10 y 11)

Figura 10. Positividad en Machos mds destacada en los predios
trabajos 2013-2015
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Figura 11. Positividad en Hembras mds destacada en los
predios trabajos 2013-2015.
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Discusion

La presentacién de la brucelosis bovina y la
seropositividad de la misma en los predios
trabajados puede vincularse con posibles
factores de asociacién; como, por ejemplo,

el método de reproduccidn, la infraestruc-



tura del predio, las fuentes de agua, la in-
munizacién y la limpieza tras un aborto,
este dltimo aspecto no fue incluido en las
encuestas realizadas, sin embargo, es uno
de los factores mds importantes en la dise-
minacién de la enfermedad. Es por ello, que
estudios previos aseguran la vital importan-
cia del proceso de desinfeccién del medio
ambiente tras un aborto, ya que disminuye

la probabilidad de que el riesgo ocurra (16).

Por ello, el método de reproduccién animal,
es un factor que influye como la transmi-
sién mds comun; segn el estudio de Lilia-
na Cdrdenas, et all (17), la entrada de toros
es un factor de riesgo para la introduccién
de la infeccién en ganados previamente li-
bres de brucelosis; a pesar de ello, se encon-
tré6 que la inseminacién artificial tiene un
mayor riesgo (17). Relacionado con el 1%
de seropositividad obtenido en este estudio;
para la reproduccién, el 81% de los gana-
deros optan por la monta natural, por el
contrario, la inseminacién artificial es un
mecanismo utilizado por el 7.6% de los pre-
dios, lo que sugiere que la monta natural se
puede correlacionar en mayor medida con

el riesgo de transmitir la enfermedad.

Por otro lado, la principal via de entrada de
Brucella spp es la oral y esto se puede dar a
través de agua contaminada; con respecto
a esto, es de resaltar que un bajo ndmero
de ganaderos utilizan acueducto (12.92%)
para alimentar a sus animales y que por otra

parte, utilizan con mayor frecuencia un rio
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para este fin (35.74%), por lo que se esta-
blece que el beber agua de un rio, tiene un
mayor riesgo, debido a que otros animales
de las fincas cercanas beben también de alli,
y por ende es un vehiculo que puede trans-
portar diversas enfermedades entre ellas, la
brucelosis. Debido a que este patégeno a

37°C puede sobrevivir al menos un dia y a
8°C alcanza los 57 dias. (18)

Ahora bien, varios autores aseguran que la
presencia de granjas mixtas, también se ha
asociado con una alta prevalencia de bruce-
losis y el resurgimiento de la enfermedad,
de manera que es trascendental conocer que
otro tipo de animales que se estin explo-
tando en Aguazul-Casanare; reconociendo
lo anteriormente dicho, la mayor especie
diferente a bovinos que se explota y se pro-
duce en los predios ganaderos son los porci-
nos, animales potencialmente peligrosos en
cuanto a la diseminacién de la enfermedad,
por ser huéspedes naturales de Brucella suis,
este no se pudo evidenciar en los porcinos en
los predios trabajados, de manera que no se
puede asegurar una relacién entre especies y
la brucelosis en nuestro estudio. En relacién
con otros estudios no se ha evidenciado la
asociacién entre Brucella y la presencia en
otras especies de animales en la granja, ni
con nuevos animales comprados que pue-
den ser reservorios de la enfermedad (17).
Por consiguiente, también se tuvo en cuenta
el tipo de infraestructura en las explotacio-
nes ganaderas y las vacunas aplicadas; en

primer lugar, el tipo de infraestructura es
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importante, debido a que entre mds liber-
tad tenga el animal en moverse, mayor serd
la probabilidad de diseminar la brucelosis
en bovinos y entre animales de diferentes
especies. En este estudio se encontré que la
gran mayoria de los ganaderos tienen una
cerca (89.73%) para su explotacién corres-
pondiente, caso que contribuyd a la seropo-

sitividad de esta enfermedad reproductiva.

En segundo lugar, cuando se pretende pre-
venir y controlar una enfermedad, proveer
a los bovinos inmunizacién a través de un
programa de vacunacién es vital. Es por ello,
que se entiende que la brucelosis, es una en-
fermedad que no tiene tratamiento, siendo
necesaria su prevencion a través de diferen-
tes vacunas ofrecidas a la hora de erradicar
y controlar esta enfermedad en dreas endé-
micas; en Colombia se ha establecido un
programa de vacunacién obligatoria contra
la brucelosis junto con la fiebre aftosa; es de
destacar que 98.47% de predios vacunaron
contra la brucelosis en dicho periodo, més
sin embargo hubo una seropositividad de la
enfermedad de un 1%; Por otra parte, en
el trabajo de P. H. Bayemi, et all (19), se
determiné que la seropositividad hallada de
brucelosis bovina corresponde a un 7.3 %
en hembras y un 8% en toros. Sin embargo,
en el estudio de Gervais Ndazigaruye, et all
(20), se evidenci6 que la seropositividad en
machos fue menor (16.7%) en comparacién
con las hembras (19%). Ademds de esto, los
resultados de este estudio indican que las

edades de mayor seropositividad fueron las

menores a 24 meses, edad en que las bo-
vinos alin tienen presentes anticuerpos va-
canales, por lo que se puede asegurar que
dicha seropositividad es causada por dichos
anticuerpos; contrario a esto, los resultados
del estudio Gervais Ndazigaruye, et all (20)
encontraron una mayor prevalencia de bru-
celosis en animales mayores de 3 afos que
en animales menores de 3 afios, explicando
que entre mds viejos estén los animales, ma-
yor exposicién a la enfermedad han tenido y
que probablemente son portadores inmunes

y quizds persistentes.

En cuanto a, los afios anteriores como en el
2009, la incidencia de brucelosis bovina en
Colombia era de 1,85 casos con una preva-
lencia de 4.7% (21). Para los anos posterio-
res (2006 y 2012), se encontré un porcen-
taje de granjas y animales positivos con un
promedio de 22-23% y 4.7-4.6%, respec-
tivamente (18) y para el afno entre 2013 y
2015 se hall6 una seropositividad del 1% de
Brucella abortus en Aguazul; en todo caso,
un estudio del afio de 2011 se analizé la
prevalencia de brucelosis en este municipio,
donde se muestrearon 2.700 animales en 66
predios, 299 animales resultaron positivos.
Se describié una prevalencia del 11% en
animales, 61% en los predios y 50 % de las
veredas del territorio casanarense (22). Esta
prevalencia del 11% de brucelosis bovina
permite asegurar, que para afos posteriores
la enfermedad se ha venido controlando y
que por lo tanto los ganaderos han imple-

mentado las medidas de aseguramiento de



la sanidad animal, como por ejemplo la va-
cunacién. No obstante, en nuestro estudio
de 26.187 muestras de suero, el 1% sigue

siendo un valor significativo.

Evidentemente, la ganaderia bovina colom-
biana tiene una dindmica favorable. Segtin
el DANE para estas fechas, la ganaderia
colombiana aportaba el 3.6% del PIB na-
cional; ademds, tenia una participacién del
27% del PIB agropecuario y un 64% del
PIB pecuario. En cuanto a la regién estu-
diada (Aguazul-Casanare), contaba para el
afo 2013 con 17.212.265 cabezas de gana-
do, segin el segundo ciclo de vacunacién
contra la fiebre aftosa y brucelosis bovina
del afno 2012. Esto, permite asegurar que,
en este departamento la ganaderia es la ac-
tividad econémica mds importante; Por su
parte, dicho departamento en este ciclo de
vacunacion registré 104.361 cabezas; don-
de, 62.929 eran hembras y 41.432 eran ma-
chos. Para tal efecto, los movimientos eco-
némicos registrados en el 2012 en aguazul
eran de: $10.735.766.840 e involucraron
14.811 semovientes (22). De ahi la impor-
tancia de la brucelosis bovina, ya que siendo
una enfermedad reproductiva tiene un gran
impacto sobre dicha economia, debido a la
pérdida de la cria, dias abiertos, la lactancia

y demds aspectos relacionados.

Por otra parte, las estimaciones oficiales
sobre las pérdidas anuales por brucelosis
bovina en Latinoamérica son de aproxima-

damente 600 millones de dédlares, por ello,

Moscoso et al. Seropositividad de Brucella abortus en
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la importancia del control de esta infeccién
(23); para Colombia, se estima que las pér-
didas econémicas asociadas a esta enferme-
dad, varian de $3°000000 a $ 10°000000
por animal infectado al afo (24); Por un
lado, entre las pérdidas directas se encuen-
tran los abortos y la retencién de placentas,
lo cual genera una disminucién de hasta un
50% de la produccién de terneros y consigo
el retardo de la multiplicacién del hato (23),
de manera que, el aborto puede llegar a pre-
sentarse a los 7 meses de gestacién; es decir
210 dias donde se involucra los dias abiertos
o de mantenimiento que cuesta en prome-
dio $12.000 pesos colombianos cada uno.
Esto quiere decir que 210 dias multiplicado
por el costo individual ($12.000), alcanza
casi los $2.520.000. Por su parte, un bovi-
no produce hasta 5 litros de leche al dia, el
precio de cada litro se redondea los $600
pesos; entonces se obtiene $3.000 pesos dia-
rios por bovino. Retomando los 210 dias se
alcanzan al menos $630.000 por bovino.

Adicional a esto, la cria puede costar alrede-
dor de $600.000 pesos, en un macho en pie
cada kg de su peso cuesta aproximadamente
$2.800 pesos, en promedio un ternero ma-
cho pesa 180 Kg, lo que indica que su precio
redondea los $552.000 pesos. Independiente
de esto, el sacrificio de la vaca y su pérdida
es de aproximadamente $1.500.000. Como
resultado se tiene entonces que, la suma
entre los dias abiertos $2,520.000, la lac-
tancia $630.000, la cria $552.000, la vaca
$1,500.000, resulta en una pérdida total de
aproximadamente $5°202.000 (25). A parte
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de esto, se encuentran las pérdidas indirec-
tas donde se generan pérdidas econémicas
por el mantenimiento improductivo de va-
cas que no producen terneros y ademds la
esterilidad total del animal (23).Adicional-
mente, se debe incluir el valor productivo
y genético del animal positivo, de manera
que, un animal positivo como se ha mencio-
nado anteriormente se envia a la planta de
sacrificio, con un pago por su peso, mas no
por el valor agregado (su potencial genético
y productivo) representado en $1°000.000
(USD 350,3) aproximadamente (25).

En sintesis, las pérdidas econémicas de los
ganaderos en total de Aguazul-Casanare,
fueron deaproximadamente $1.368.126.000

pesos colombianos en este estudio.

Como parte del avance cientifico, admi-
nistrativo y normativo se debe realizar un
fuerte énfasis en la necesidad de continuar
observando este tipo de estudios que evi-
dencien la situacién dindmica de una enfer-
medad con alto impacto como la brucelosis,
la cual conlleva a multiples problemdticas
que deben asumir con responsabilidad tan-
to el ganadero como los respectivos entes

territoriales y de comercio.

Conclusiones y recomendaciones

A partir del andlisis de los datos obtenidos,

se determiné que en los 260 predios mues-

treados en Aguazul-Casanare, de las 26.187
cabezas de ganado, el 1% (263 bovinos) re-

sultaron seropositivos para brucelosis bovina.

En consecuencia, el 1% de seropositividad
hallado puede asociarse con diversos facto-
res, como el tipo de infraestructura, el mé-
todo de reproduccién, las fuentes de agua
y primordialmente el incumplimiento con
los ciclos de vacunacién. Es decir, estos as-
pectos causales no solo se deben tener en
cuenta, sino que deben ser impactados di-
rectamente para lograr establecer un con-

trol frente a esta enfermedad.

En definitiva, los hatos presentaban menor
seropositividad con cada muestreo, por lo
que se puede asumir que, las medidas de sa-
neamiento fueron aplicadas. En total para
los predios de Aguazul-Casanare, las perdi-

das econdémicas fueron de aproximadamen-

te $1.368.126.000 pesos colombianos.

Como parte del avance cientifico, admi-
nistrativo y normativo se debe realizar un
fuerte énfasis en la necesidad de continuar
observando este tipo de estudios que evi-
dencien la situacién dindmica de una enfer-
medad con alto impacto como la brucelosis,
la cual conlleva a multiples problemdticas
que deben asumir con responsabilidad tan-
to el ganadero como los respectivos entes

territoriales y de comercio.

Respectivamente, la regulacién por parte

del Estado debe enfatizar en la vigilancia



y reglamentacién en la industria ganadera,
garantizando la seguridad alimentaria.
También, se debe profundizar en préximos
estudios la Brucelosis en humanos, recal-
cando el impacto de esta zoonosis en salud

publica.

Para futuras investigaciones, se deben tener
en cuenta dentro de las encuestas, la ma-
nera de desinfeccién y limpieza tras la pre-
sentacién de un aborto de cualquier animal,
para analizar si es un factor predisponente
para el establecimiento y mantenimiento
de la brucelosis. Ademds, se debe analizar
y muestrear otras especies trabajadas en el
municipio, para reconocer si otras explota—
ciones, deben considerarse como factores
de riesgo para la presentacién de Brucelosis

bovina u otras especies de Brucella spp.

Agradecimientos

Las autoras agradecen al laboratorio ve
terinario Zoolab S.A.S de Bogotd, a la
Universidad Colegio Mayor de Cundi
namarca y a los ganaderos de los predios
estudiados por brindar los recursos,
espacios y materiales necesarios para que
se consolidaran los objetivos propuestos
por parte del grupo. También, a la Docente
Johanna Moscoso y a la doctora Sandra
Cortes por guiar este proyecto y permitirnos

darlo a conocer en los congresos de ASCILA
y REDCOLSI. A los Docentes Ruth Piez y

Moscoso et al. Seropositividad de Brucella abortus en
ganado bovino de Aguazul - Casanare

Alejandro Castafio por sus aportes en este
proyecto y por la disposicién dada para la

evaluacién del mismo

Referencias

1. Moreno E, Stackebrandt E, Dorsch M, Wolters ], Busch
M, Mayer H. Brucella abortus 16S rRNA and lipid A
reveal a phylogenetic relationship with members of the
alpha-2 subdivision of the class Proteobacteria. Journal
of Bacteriology.1990; [Internet]. 172(7):3569-3576.
Available in: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/

PMC213329/pdf/jbacter00121-0045.pdf

2. Yanagi M, Yamasato K. Phylogenetic analysis of the
family Rhizobiaceae and related bacteria by sequencing
of 16S rRNA gene using PCR and DNA sequencer.
FEMS Microbiology Letters.1993; [Internet].
107(1):115-120. Available in: https://www.sciencedirect.
com/science/article/abs/pii/0378109793903648

3. Nielsen K, Duncan J. Animal Brucellosis.1990;
[Internet] [cited 29 April 2019]. Available
in: http://booksdescr.org/item/index.
php?md5=B23E3132A50B996B44FFD902316BE9F3

4. Gyles C, Prescott J, Songer G, Thoen C, Wiley J.
Pathogenesis of Bacterial Infections in Animals.2008;
[Internet] [cited 29 April 2019]. Available in: hetps://
books.google.com.co/books?hl=es&lr=&id=-aPE
SRdyx9kC&oi=fnd&pg=PR5&dq=Brucella.+In
+Pathogenesis+of+bacterial+infections+in+anim
alst THOEN&ots=] cFKFA-rPB&sig=018tjp-ljk-
2AF12]cq2lzg5xHds#v=0onepage&q=Brucella&f=false

5. DPlant ], Claxton P, Jakovljevic D, Saram W. BRUCELLA
ABORTUS INFECTION IN THE BULL. Australian
Veterinary Journal.1976; [Internet] [cited 29 April
2019];52(1):17-20. Available in: https://onlinelibrary.
wiley.com/doi/pdf/10.1111/j.1751-0813.1976.tb05363.x

6. Acha P, Szyfres B. Zoonosis y enfermedades transmisibles
comunes al hombre y a los animales. Washington,
D.C.: Organizacién Panamericana de la Salud, Oficina
Sanitaria Panamericana; 2003 [Internet]. Available
in:https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2017/Acha-
Zoonosis-Spa.pdf

191



192

10.

11.

12.

NOVA. 2022; 20 (38)

Young E. An Overview of Human Brucellosis. Clinical
Infectious Diseases.1995; [Internet] [cited 29 April
2019]; 21(2):283-290. Available in: https://academic.
oup.com/cid/article-abstract/21/2/283/292208?redirecte

dFrom=fulltext

Araujo Baute A, Patifio Alvarez A, Linares Chaparro C,
Santande A. COLOMBIA SANIDAD ANIMAL-2013
[Internet]. 2013. Available from: hteps://www.ica.
gov.co/getattachment/0b099ac3-d670-4c11-belb-
02¢50db63047/2013.aspx

Diaz Martinez O, Mendoza Nifo E, Linares
Chaparro C. Colombia, Sanidad Animal 2014
[Internet]. 2014. Available from: https://www.ica.
gov.co/getattachment/986dd783-8f37-4ab3-bc33-
39995bd8c065/2014.aspx

Diaz Martinez O, Mendoza Nino E, Linares Chapar
C, Gasca Cédrdenas H. Colombia sanidad animal-2015
[Internet]. 2015. Available from: https://www.ica.
gov.co/getattachment/4d163775-d3d8-47ab-92ba-
fa5a0140bfdc/2015.aspx

Colombia, Ministerio de Agricultura, Instituto
Colombiano Agropecuario, 2013, Resolucién 001332
“Por medio de la cual se actualizan las medidas sanitarias
para la prevencidn, el control y la erradicacién de

la brucelosis en las especies bovina y bufalina en

Colombia”.

Enright F, Araya L, Elzer P, Rowe G, Winter A.
Comparative histopathology in BALB/c mice infected
with virulent and attenuated strains of Brucella abortus.
Veterinary Immunology and Immunopathology.8.
Enright F, Araya L, Elzer P, Rowe G, Winter A.
Comparative histopathology in BALB/c mice infected
with virulent and attenuated strains of Brucella abortus.
Veterinary Immunology and Immunopathology
[Internet]. 1990 [cited 29 April 2019];26(2):171-

182. Available in: https://www.sciencedirect.com/
science/article/pii/016524279090065Z2via%3Dihub;
[Internet] [cited 29 April 2019];26(2):171-182. Available
from: hteps://www.sciencedirect.com/science/article/

pii/016524279090065Z2via%3Dihub

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Manual de las pruebas de diagndstico y de las vacunas
para los animales terrestres (mamiferos, aves y abejas)
[Internet]. Oie.int. 2004 [cited 18 April 2020]. Available
from: hetps://www.oie.int/doc/ged/d6508.pdf

Dorneles E, Sriranganathan N, Lage A. Recent advances
in Brucella abortus vaccines. Veterinary Research.2015;
[Internet] [cited 29 April 2019];46(1). Available

in: heeps://veterinaryresearch.biomedcentral.com/

articles/%2010.1186/s13567-015-0199-7

Glowacka, P, Zakowska, D., Naylor, K., Niemcewicz, M.
and Bielawska-Drézd, A. (2018). Brucella — Virulence
Factors, Pathogenesis and Treatment. Polish Journal of

Microbiology, 67(2).

Smirnova E, Vasin A, Sandybaev N, Klotchenko S,
Plotnikova M, Chervyakova O et al. Current Methods of
Human and Animal Brucellosis Diagnostics. Advances in

Infectious Diseases. 2013;03(03).

Arif S, Thomson P, Hernandez-Jover M, McGill D,
Warriach H, Hayat K et al. Bovine brucellosis in
Pakistan; an analysis of engagement with risk factors in
smallholder farmer settings. Veterinary Medicine and

Science. 2019

Alvarez-Herndndez N, Diaz-Flores M, Ortiz-Reynoso
M. Brucelosis, una zoonosis frecuente. Medicina e

Investigacién. 2015;3(2):129-133.

Cirdenas L, Pefia M, Melo O, Casal J. Risk factors for new
bovine brucellosis infections in Colombian herds. BMC

Veterinary Research. 2019;15(1)

Bayemi P, Webb E, Nsongka M, Unger H, Njakoi H.
Prevalence of Brucella abortus antibodies in serum of
Holstein cattle in Cameroon. Tropical Animal Health and

Production. 2008; 41(2).

Ndazigaruye G, Mushonga B, Kandiwa E, Samkange A,
Segwagwe B. Prevalence and risk factors for brucellosis
seropositivity in cattle in Nyagatare District, Eastern
Province, Rwanda. Journal of the South African Veterinary

Association. 2018;89.



22.

23.

24.

25.

Tique V, Gonzélez M, Mattar S. Seroprevalencia de

Brucella abortus en bovinos del departamento de Cérdona.
Scielo.2009 [Internet] [cited 29 April 2019];12(2):51-59.
Available in: http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_

arttext&pid=50123-42262009000200006

Alvear Uvidia E, Espinoza Castillo D, Salazar Tenelanda

M, Alvear Haro P, Pazmifio Garzén D. Evaluacién de las
pérdidas econémicas causadas por Brucelosis Bovina en

las comunidades de Chaguarpata y Launag en el Cantén
Chunchi provincia de Chimborazo - Ecuador. Observatorio
de la Economia Latinoamericana [Internet]. 2018 [cited 24
February 2020];Available from: https://www.eumed.net/rev/

0el/2018/08/perdidas-economicas-brucelosisbovina.html

Alcaldia de Aguazul-Casanare. Licitacién publica acerca de
casos de brucelosis en Aguazul-Casanare. Casanare; 2013-

2015.

Arenas N, Moreno V. Estudio econémico de la infeccién
por Brucella abortus en ganado bovino en la regién
del Sumapaz, Cundinamarca. Revista de la Facultad de

Medicina Veterinaria y de Zootecnia. 2016;63(3).

193







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
decision 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 recibir, 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 preseleccién 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

195



196

NOVA. 2022; 20 (38)
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correlativas, se menciona la primera y la tltima separadas por un guidn.

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

rimero de ellos seguido de la abreviatura “et al” v su ntimero de referencia.
p g y

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

* 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 espafiolas en el Catdlogo C17 (http://www.c17.net/) 6 bien en el DREV
(http://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 bibliogrifica para su perfecta

identificacidn.

Lépez-Palop R, Moreu |, Ferndndez-Vézquez 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.
CDO001042.pub2/abstract ¢ http://www.update-software.com/clibplus/clibplus.asp.
Citado en Cochrane Library CD001042.

1.2 Organizacion o equipo como autor

Grupo deTrabajo dela 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 continuaciéon del titulo del libro.

2.1 Organizaciéon 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. pdgina inicial-final del

capitulo.

Mehta SJ. Dolor abdominal. En: Friedman HH, editor. Manual de Diagnéstico
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; afno. pdgina inicial-final de la comunicacién/ponencia.
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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.

Numero o serie identificativa del informe.

Organizacién Mundial de la Salud. Factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares:
nuevas esferas de investigacion. Informe de un Grupo Cientifico de la OMS. Ginebra:
OMS; 1994. Serie de Informes Técnicos: 841.

5. Tesis Doctoral

Autor. Titulo de la tesis [tesis doctoral]*. Lugar de publicacién: Editorial; ano.

Muihiz 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. Utilizacién 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]*

**x]. Direccién

ano [fecha de consulta]*; volumen (nimero): [Extensién/pdginas

electrénica.

Francés I, Barandiarin 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=S1137-66272003000500007 &lng=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]. Direccidén electrdnica.

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/

Cuadrosy 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
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
Exell, 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 resolucidn; 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 Comen-
tarios al editor/a).

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

4. El texto tiene un interlineado sencillo, un tamafo 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 retne 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 Interna-
cional.

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



