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CALIDAD

Actualizacion del sistema de calidad, Resolucion 256 de 2016

Daisy Mercedes Borrero Campos

Bacteridloga, Magister en Direccion de Organizaciones de Salud Auditoria y Garantia de Calidad.
Gerencia y Administracion Hospitalaria. Bogota.

La Resolucién 256 de 2016 por la cual se dictan disposiciones con relaciéon al
Sistema de Informaciéon esta encaminado a estimular la competencia por calidad
entre los agentes del sector, que paralelamente, permite, entre otros, a orientar a
los usuarios en el ejercicio de los derechos y deberes que a su favor contempla el
Sistema General de Seguridad Social en Salud.

Los Indicadores del Sistema de Informacion para la Calidad nos permiten monitorear
la calidad de los Servicios de nuestras IPS, asi como facilitar la toma de decisiones
en la medida que contamos con datos que nos aportan mediciones objetivas.

En el articulo 2 de la resolucion se menciona el Ambito de aplicacion, el cual va
dirigido a las Entidades Administradoras de Planes de Beneficios —EAPB, a las
Instituciones Prestadoras de Servicios de Salud, a los Servicios de Transporte
Especial de Pacientes, a las Entidades Departamentales, Distritales y Municipales
de Salud, al Instituto Nacional de Salud y al Organismo Técnico de Administracion
de la Cuenta de Alto Costo. Se excluyen los Profesionales independientes, las
Entidades con objeto social diferente y la Entidades de los Regimenes especiales y
de excepcion contemplados en el articulo 279 de la Ley 100 de 1993 y la Ley 647
de 2001.

Finalidad del Monitoreo de la Calidad en Salud:

e Fomentar un adecuado uso y aprovechamiento de la informacién para el
Mejoramiento de la Calidad en Salud.

e Gestionar el conocimiento y asegurar la implementacion efectiva de
intervenciones y estrategias para el logro de los resultados en Salud.
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e Contribuir con la medicion del desempefio y resultados de los agentes del
SGSSS, para facilitar la toma de decisiones y suministrar a los ciudadanos
informacion con la cual puedan ejercer el derecho a la libre eleccién.

e Promover acciones de mejoramiento, atendiendo al principio de eficiencia del
sistema de informacién para la Calidad, contemplado en el articulo 47 del
decreto 1011 de 2006 y las normas que lo modifiquen, adicionen o sustituyan.

e Ofrecer insumos para la referenciacion por calidad entre los diferentes actores
del sistema.

Dominios: Los dominios se encuentran distribuidos de la siguiente manera:

INSTITUCIONES EMPRESAS

PRESTADORAS ADMINISTRADO ENTIDADES

TERRITORIALES
DE SALUD

DE SERVICIOS RAS DE PLANES
DE SALUD DE BENEFICIOS

EFECTIVIDAD X X X

SEGURIDAD X - -

EXPERIENCIA

DE LA X X X
ATENCION

GESTION DEL
RIESGO X X

El reporte de la Informacién es una herramienta muy importante porque integra de
forma articulada informacion relevante de manera organizada, confiable,
sistematica, segura y oportuna con el fin de organizar los datos obtenidos para
determinar el comportamiento de lo que se estd midiendo.

Las EAPB, las IPS y los Servicios de Transporte Especial de pacientes, deberan
reportar la informaciéon de su competencia, contenida en los anexos técnicos N 2 y
3 de esta resolucion a través de la plataforma de intercambio de informacion (PISIS)
del sistema integral de informacién de la Proteccion Social-SISPRO del Ministerio.

INDICADORES:
Con respecto a los indicadores, la Resolucion 0256 presenta variaciones como:

1. En eventos adversos se discriminan por tipo de evento adverso y por servicio
(caidas, administracion de medicamentos, Ulceras, entre otros).
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2. Respecto a los indicadores de satisfaccion ya no se reporta total de pacientes
satisfechos. Ahora se reporta: nUmero de usuarios que respondieron "muy buena”
a la pregunta: "¢ Como calificaria su experiencia global respecto a los servicios de
salud que ha recibido a través de su IPS?

Numero de usuarios que respondieron ‘buena” a la pregunta: "¢, Como calificaria su
experiencia global respecto a los servicios de salud que ha recibido a través de su
IPS?"

Numero de usuarios que respondieron "regular": "¢ Cémo calificaria su experiencia
global respecto a los servicios de salud que ha recibido a través de su IPS?" etc. En
este orden de ideas la encuesta de satisfaccion de nuestras IPS debe ser ajustada
a las preguntas anteriormente mencionada.

FECHAS PARA EL REPORTE:

fFecha de Corte de la Informaciér a

Plazo para enviar el archivo plano

L reportar
Fecha de Corte Desde: Hasta:
De 2016-01-01 at 2016-06-30 2016-07-01 2016-07-31
De 2016-07-01 al 2016-12-31 2017-01-01 2017-01-31

y asi sucesivamente:
Primer dia calendario del primer mes | Primer dia calendario del siguiente Ultimo dia calendario del siguiente mes
a reportar al ultimo dia calendario del | mes de la fecha de corie de la de ia fecha de corte de la Informacién a
Ultimo mes a reportar {nformacién a reportar reportar.

De acuerdo a lo anterior expuesto es importante tener en cuenta las siguientes
recomendaciones:

e Ajuste sus fichas técnicas y la encuesta de satisfaccion teniendo en cuenta los
lineamientos de la resolucion.

e El software y las agendas en fisico deberan ser ajustadas para poder generar
los reportes (RIPS).

e Es de vital importancia que todos los colaboradores de la IPS conozcan la
Resolucion 256.

e La informacion financiera se debe reportar a Supersalud.

Las realidades de la metrologia del laboratorio clinico en Colombia.

Mercedes Salcedo-Cifuentes
Bacteridloga, Laboratorista Clinica, Especialista en Administracion de la Calidad, Magister en

Epidemiologia, PhD en Ciencias Biomédicas. Profesora asociada Facultad de Salud, Investigadora
del grupo CALIMET Universidad del Valle. Cali.

Los laboratorios clinicos deben proporcionar informacion util para el cuidado del
paciente a través de la produccion de resultados de laboratorio comparables en el
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espacio y el tiempo. Este marco ideal dentro de un componente bioético tendria una
importante aplicacion clinica, economica, de calidad y de oportunidad, lo que
contribuiria significativamente en la mejora de la atencion en salud al permitir que
los resultados de diferentes laboratorios clinicos fueran comparables
universalmente.

Para el logro de este propésito, los resultados obtenidos por diferentes procesos
analiticos rutinarios deben ser calibrados con materiales de control certificados
usando el método de mayor nivel jerarquico de calibraciénl. Esto involucra la
existencia de una cadena ininterrumpida de trazabilidad metrolégica entre los
diferentes laboratorios a un método estandar de referencia, la cual se inicia con la
definicidn inequivoca del mesurando o analito en estudio y termina con la jerarquia
de calibracion usada, proporcionando finalmente el resultado del paciente (1). Sélo
a través de esta cadena ininterrumpida, los analistas pueden transferir de forma
fiable la veracidad de sus mediciones. Sin embargo, no son los profesionales del
diagnéstico, los directamente responsables de esta trazabilidad metrologia
acumulada del sistema de medicién, son los proveedores de los desarrollos
tecnolégicos cada vez mas avanzados en el servicio de laboratorios clinico. Sin
embargo, es responsabilidad del Bacteridlogo verificar que lo ofrecido por estos
proveedores cumpla con los estdndares metroldgicos requeridos en las pruebas de
diagnéstico clinico para la buena toma de decisiones por parte del médico (2).

De aqui que, junto a los sistemas de gestiéon de calidad implementados en el
laboratorio clinico, sean estos los estandares de habilitacion o acreditacion, o los
modelos ISO 9001 y 15189, la gestion de equipos y el control metroldgico de las
mediciones, debe esta implementado y ser el soporte de la trazabilidad metroldgica
de las mediciones que se llevan a cabo. La integracion de estos dos modelos de
gestion, permiten definir con una alta confiabilidad los intervalos de referenciay los
limites de decision clinica, aspectos criticos en el manejo del paciente (3).

Aqui se presentan los resultados de una trabajo exploratorio llevado a cabo en 10
laboratorios clinicos de mediana y alta complejidad, en donde se exploré: 1)
conocimiento de un método usado para la definicion de las especificaciones
analiticas en el laboratorio; 2) la disponibilidad y calidad de la informacion sobre
trazabilidad e incertidumbre de los sistemas de diagndstico in vitro que usaban de
rutina en el laboratorio clinico; 3) analisis de los resultados no conformes del control
diario de los sistemas de medicion (CCI) en el dltimo afio; 4) conocimiento si los
organismos que les ofrecian programas de control externo de la calidad (PEEC)
estaban certificados para ello y su importancia; 5) el control metrolégico de las
principales medidas fisica usadas en el laboratorio clinico (volumen, temperatura y
masas) y 6) la gestion frente a los resultados arrojados por todos estos controles.

Los resultados evidenciaron debilidades marcadas en algunos de estos items
valorados, pero en especial en lo que respecta a la gestion, es decir el reporte de
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las no conformidades del sistema de control, el analisis, las acciones correctivas o
preventivas y el seguimiento de la efectiva de estas ultimas. Estos hallazgos fueron
concordantes con el informe anual de actividades del Instituto Nacional de Salud
(INS) presentado en el 2015 (4).

Teniendo en cuenta que los resultados producidos por los ensayos operados bajo
diferentes condiciones ambientales, instrumentos y equipos de medicion, llevan
incertidumbre acumuladas tanto por la cadena metrologica involucrada en el
sistema de medicion como por los efectos aleatorios, debe realizarse una adecuada
estimacion de la incertidumbre combinada (5,6) y estas incertidumbres calculadas
se deben comparar con los limites de incertidumbre apropiados para el método, con
el fin de validar la utilidad clinica de la de medicion (7).

Un punto importante a destacar en esta revision, es que la aplicacion del enfoque
previamente ilustrada ya no es posible hacerlo por separado. Los componentes de
un sistema de medicion, es el equipo, los reactivos, los calibradores y los materiales
de control, solo pueden ser garantizados si cumplimos con las especificaciones del
fabricante. Cualquier cambio introducido por los usuarios o terceros, por ejemplo, el
uso de reactivos, calibradores o controles materiales de diferentes proveedores,
puede de hecho significativamente alterar la calidad del sistema de andlisis. Por otra
parte, una vez que los fabricantes de pruebas de diagndstico in vitro han disefiado
sistemas comerciales que segun sus estandares cumplen con los requisitos de
trazabilidad y calidad para la aplicacion clinica (8), es tarea de los profesionales del
diagnastico verificar si los fabricantes han aplicado correctamente la trazabilidad de
sus calibradores y si el sistema de medicion ofrecido (equipo, reactivos y controles)
es apropiado para su uso clinico.
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Vigilancia postcomercializacion, gestién de efectos indeseados articulados a
la atencién segura del paciente

Elkin Hernan Otalvaro Cifuentes

Médico. Director de dispositivos médicos y otras tecnologias del INVIMA. Bogota.

El Decreto 3770 de 2004, “Por el cual se reglamentan el régimen de registros

sanitarios y la vigilancia sanitaria de los reactivos de diagndstico in vitro para

examenes para especimenes de origen humano”, en su articulo 34, establecié:
“Programa de reactivo-vigilancia. El Invima. diseflard un programa de
Reactivo-Vigilancia que le permita identificar los efectos indeseados no
descritos o desconocidos, cuantificar el riesgo, efectuar medidas sanitarias,
proponer medidas de salud publica para reducir la incidencia y mantener
informados a los profesionales de la salud, autoridades sanitarias y la
poblacion en general”

Es asi que en noviembre de 2013, la Direccion de Medicamentos y Tecnologias en
Salud, del Ministerio de Salud y Proteccion Social, mediante radicado
201324001518251 de fecha de 07 de noviembre de 2013, otorgo al Invima el aval
para la implementacién del Programa Nacional de Reactivovigilancia en Colombia.
Por lo cual el 26 de Diciembre de 2013, el Invima expide la Resoluciéon 2013038979
“Por la cual se implementa el Programa Nacional de Reactivovigilancia”.

El Programa Nacional de Reactivovigilancia, constituye el mecanismo de vigilancia
Post-comercializacion de los Reactivos de Diagnostico in vitro y tiene como
proposito gestionar y evaluar sanitariamente los efectos indeseados (eventos
adversos e incidentes), asociados al uso de las reactivos de diagndstico, con el fin
de tomar las medidas que conduzcan a mejorar la seguridad de los pacientes, los
usuarios y todo aquel que directa o indirectamente este asociado con el uso de los
reactivos, desde una prueba de embarazo casera, la cual puede ser adquirida en
una drogueria, hasta pruebas de alta tecnologia usadas para diagnéstico de
enfermedades infectocontagiosas, de interés en salud publica, de diagndstico
molecular entre otras.

En la actualidad, el programa se posiciona como el Unico a nivel de las Américas
para la vigilancia de los reactivos de diagnéstico, convirtiéendose en una de las
nuevas tendencias de la Vigilancia Epidemiolégica del Siglo XXI y en modelo para
otras Agencias Sanitarias homologas de las Américas.

El programa se ha implementado a nivel nacional a través de cuatro lineas de
gestion que se describen a continuacion:
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Red Nacional de Reactivovigilancia: Esta conformada por todos los actores, a
cabeza del Invima, la inscripcién se realiza on-line o a través del diligenciamiento y
envio del formulario.

Promocion y Formacién a los Actores del Programa: Se realiza a través de
capacitaciones que van dirigidas a IPS, importadores, laboratorios y prestadores
independientes, asi mismo se realizan asistencias técnicas que van dirigidas a las
Secretarias de Salud Departamentales y Distritales, esto de acuerdo a cronogramas
semestrales, con lo que se busca dar a conocer el programa y su posterior
implementacién en cada uno de los actores del programa. En la actualidad se esta
utilizando como herramienta de formacion, la metodologia e-learning mediante la
plataforma virtual Invima.

Monitoreo, Evaluacion y Publicacion de Alertas y Recall: El monitoreo implica la
revision diaria de las paginas web de las agencias sanitarias de paises de
referencia, como son FDA (Estados Unidos), Agencia espafiola de medicamentos y
productos sanitarios, TGA (Australia), Health Canada (Canada), ANMS (Francia),
ANVISA (Brasil) y ECRI (Emergency Research Care Institute), con el fin de
encontrar informacién relacionada con diferentes tipos de situaciones de riesgo
(alertas, informes de seguridad y recogida de producto o recall) para los reactivos
de diagndstico In vitro que han sido importados en Colombia. Los sistemas de
vigilancia en dichos paises cuentan con tal robustez y sensibilidad, que permiten
inferir situaciones de riesgo similares en Colombia, esto teniendo en cuenta que
nuestro pais es netamente importador de reactivos de diagndstico in vitro.

Gestion de Efectos Indeseados: Los efectos indeseados son acontecimientos
relacionados con la atencion recibida por un paciente que tiene o puede tener
consecuencias negativas, derivadas del uso de un reactivo de diagnostico in vitro,
esto se clasifican en evento adverso (inmediato) e incidente (reporte trimestral). El
evento adverso debe ser notificado al Invima, maximo 5 dias posteriores a la
ocurrencia del evento y los incidentes deben ser reportados a las Secretarias de
Salud de cada departamento o distrito.

Los eventos adversos son gestionados por el Invima, con el fin de abordar a los
importadores de los productos involucrados en cada caso y determinar si estos han
tomado las acciones necesarias para subsanar las causas que dieron lugar al
evento y evitar que el mismo vuelva a materializarse.

De la misma forma los incidentes son consolidados por el Ente Territorial, quien los
envia al Invima y desde alli de gestionan con el fin de determinar las causas que
dieron lugar al reporte y evaluar su comportamiento, identificando aquellos que
afectan la seguridad del paciente y que estan relacionados con fallas de calidad, de
desempeiio o del proceso asistencial, con el fin de tomar las acciones correctivas
frente al caso.
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A corte del 31 de julio de 2016, se cuenta con el registro y gestion de 373 efectos
indeseados, de los cuales el 93% (346) corresponde a incidentes y el 7% (27) a
eventos adversos, de los mismos el 51% (190) de los casos estan cerrados, el 31%
(114) se encuentran en seguimiento y el 18% (69) se encuentran abiertos. Frente a
los estados la descripcion se indica a continuacion:

e Abierto: Cuando se recibe el reporte inicial del efecto indeseado por parte del
reportante primario (IPS, fabricante, importador, usuario, entre otros) como parte
de una investigacion preliminar, y se procede a generar la primera accion o
requerimiento por el profesional asignado al caso.

e Seguimiento: En atencidn al reporte se reciben los resultados de la investigacion
realizada por los actores implicados. Estado transitorio.

e Cerrado: De acuerdo con la documentacion allegada se determina si respecto al
analisis y plan de accion implementado por los actores implicados se minimiza
el riesgo en la utilizacién del reactivo de diagnéstico in vitro, y se puede dar cierre
satisfactorio al reporte.

Ahora bien, Colombia ha impulsado la Politica de Seguridad del Paciente, articulada
con el Sistema Obligatorio de Garantia de Calidad de la Atencién en Salud, la cual
busca prevenir la ocurrencia de situaciones que afecten la seguridad del paciente,
reducir y de ser posible eliminar la ocurrencia de eventos adversos para contar con
instituciones seguras y competitivas internacionalmente.

En este sentido, los programas de vigilancia postcomercializacidon constituyen un
mecanismo de identificacion de efectos indeseados, que articulados a los
programas de seguridad del paciente, permiten el desarrollo de practicas seguras
en cada una de las Instituciones prestadoras de servicios de salud, asi como en los
prestadores independientes, esto debido a que la gestién de efectos indeseados
demanda la identificacion de los riesgos asociados en cada una de las etapas del
ciclo de vida de los reactivos, lo que permite ante cada riesgo identificado y evaluado
la creacion de medidas preventivas que favorezcan los procesos de seguridad que
impactan en la atencion del paciente.

Es asi, que el Programa de Reactivovigilancia, promueve el desarrollo institucional
de acciones seguras relacionadas con los reactivos de diagnaostico in vitro, mediante
la implementacion y adopcion de sistemas de gestion de riesgo clinico, como el
Andlisis modal de Falla y Efecto — AMFE, el cual en el marco de una vigilancia
proactiva, busca la identificacion y andlisis de los riesgos potenciales derivados de
los procesos desarrollados en la Institucion, con el fin de elegir e implementar
medidas para el manejo y control de los mismos, asi mismo, esta metodologia
permite el andlisis reactivo, en aquellos casos en que el riesgo se materializo a
través de un incidente o un evento adverso.
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Nuevos marcadores en Artritis Reumatoide: MMP-3

Claudia Marcela Tafur Amaya

Bacteridloga, experta en Microbiologia e Inmunofluorescencia. Gerente regional Latinoamérica
Aesku Diagnostics, Wendelsheim Alemania.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crénica caracterizada por la
inflamacion de las articulaciones y la destruccion de estas, lo que lleva a
discapacidad grave y a una mortalidad prematura.

Ademas de las limitaciones personales de cada paciente, la AR esta generando
altos costos para el sistema de salud en el diagnéstico, los farmacos
antirreumaticos, las imagenes diagnosticas de seguimiento, terapias fisicas, terapia
sicologica, incapacidades, etc., afectando también la economia del pais por la
pérdida de capacidad de trabajo de los pacientes.

La AR una enfermedad autoinmune dada la presencia de autoanticuerpos, como
factor reumatoide (RF) y anti-proteina citrulinada (ACPA).

El diagnaostico precoz, el prondstico de la actividad de la enfermedad y el control de
la progresiéon son fundamentales para asegurar la calidad de vida del paciente.

El objetivo del tratamiento es reducir la inflamacién sinovial para evitar la destruccién
de las articulaciones. Las principales estrategias terapéuticas en el manejo de la AR
son la introduccién de los farmacos anti-reumaticos y un control estricto de la
actividad de la enfermedad y éxito de la terapia. Mientras algunos pacientes con AR
pueden remitir con la terapia reumatica basica, otros pueden necesitar un
tratamiento mas agresivo. Para mejorar la toma de decisiones de la terapia
adecuada, se necesitan marcadores especificos que reflejan la actividad de la
inflamaciéon y la enfermedad y que puedan proporcionar informacién pronostica
adicional a largo plazo para los pacientes con AR. Ademds, estos marcadores
también deben aplicarse como un medio de control del éxito terapéutico. Sin lugar
a dudas, el tratamiento adecuado de los pacientes es ideal, en una etapa en la que
la evolucion del dafio articular todavia pueda prevenirse.

La Metaloproteinasa de matriz 3 (MMP-3) pertenece a la familia de las

metaloproteinasas, la cual se subdivide en subgrupos en funcion de su especificidad

por el sustrato:

e Estromelisinas (MMP-3, -10, -11), colagenasas (MMP-1, -8, -13), gelatinasas
(MMP-2,-9) y MMP de tipo membrana (MMP-14, -17, -22, -24, -25).
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La Metaloproteinasa de matriz 3 (MMP-3) juega un papel importante en la
destruccién del cartilago y el hueso. Debido a su amplia especificidad de sustrato,
MMP-3 es capaz de degradar los componentes de la matriz del tejido conectivo
(proteoglicanos del cartilago, fibronectina, colageno tipo IV, laminina, colageno tipo
IX, telopéptidos de tipo Il y colageno tipo Xl), ademas de participar en la activacion
de otras enzimas destructivas comoprocolagenasa (proMMP-1) y progelatinasa B.
Su expresidn se aumenta considerablemente en la artritis reumatoide, incluso en la
fase temprana de la enfermedad.

MMP-3 es secretada por los fibroblastos, las células sinoviales y los condroblastos.
Los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs) también son producidos por
células del tejido conectivo. Esta balanza de TIMP y MMP es importante para el
recambio de la matriz extracelular. Las MMP también son capturadas facilmente por
la Alfa2 macroglobulina, un inhibidor natural de la proteasa, estos complejos de
MMP / Alfa2 macroglobulina se han visto aumentados en los pacientes con AR, lo
gue sugiere que los niveles de estos complejos representan el desequilibrio MMP /
TIMP en la AR.

Los niveles de MMP-3 en suero de pacientes con AR también estan fuertemente
elevados incluso en la fase temprana de la AR por lo cual MMP-3 es un marcador
serologico que puede identificar a los pacientes con un riesgo alto e inminente de
desarrollar erosiones de hueso.

Los niveles séricos de MMP-3 se correlacionan con los niveles de MMP-3
producidos por la membrana sinovial, lo que refleja la actividad de la enfermedad y
permite hacer un prondstico de la progresion. Los niveles de MMP-3 bajan como
consecuencia de la terapia eficiente y por lo tanto, también son un excelente
marcador para evaluar el éxito de la terapia.

Debido a su valor informativo multifacético, MMP-3 ayuda a los médicos para crear
y adaptar una terapia individualizada con medicamentos para cada paciente.

La determinacion de MMP-3 puede ser realizada de manera sencilla y
estandarizada por el laboratorio clinico.

En conclusion:
MMP-3 es un buen indicador para evaluar la progresiéon del dafo articular incluso
en la fase temprana de la enfermedad.

MMP-3 puede tener un valor particular en la prediccion de la progresion de la
enfermedad erosiva.
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MMP-3 refleja la actividad inflamatoria en las articulaciones de pacientes con AR.
La elevacion de los niveles de MMP-3 representa la actividad de la enfermedad de
los pacientes con AR, independientemente de la edad o la duracion de la
enfermedad.

MMP-3 es un marcador especifico y Util para monitorizar el éxito de la terapia elegida
al reducir los niveles en sangre de los pacientes frente a la mejoria clinica.

Ayuda a la identificacién de los pacientes que se benefician de la terapia con
medicamentos agresivos y asi reducir el tiempo de espera en que los pacientes
pueden recibir el tratamiento adecuado.

Con MMP-3 se puede realizar el monitoreo de la actividad de la enfermedad de
forma rapida, sensible y mas econémica en comparacion con la evaluacion de la
clinica mediante el uso de las puntuaciones de actividad como DAS, DAS28, SDAI
o CDAI.

MMP-3 ayuda a reducir los costos del sistema de salud mediante la optimizacion de
la terapia de la AR:

e Los Pacientes reciben medicamentos que se ajustan su estado individual de
vida.

e Los Pacientes muestran mas rapida remision al utilizar los medicamentos
adecuados

e Se ayuda a la reduccion de los efectos y manifestaciones secundarios.

e Mantenimiento de la funcion articular y la capacidad de trabajo, mejorando la
calidad de vida de los pacientes.
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Activacion y regulacién de células B en condiciones normales y patolégicas

Sandra Milena Quijano Gémez

Bacteridloga, MSc. PhD. Departamento de Microbiologia, Pontificia Universidad Javeriana. Bogota.

La linfopoyesis B ocurre en la médula 6sea y se caracteriza por distintos pasos en
la maduracion celular que conducen al desarrollo de linfocitos B maduros virgenes,
gue estan listos para circular en 6rganos Yy tejidos periféricos. Para que el proceso
de linfopoyesis B ocurra de manera adecuada, las células madre hematopoyéticas
en los nichos medulares, entran en contacto con células del microambiente a través
de estimulos directos e indirectos, que regulan distintas rutas de sefalizacién en
estas células stem y células progenitoras comprometidas en la maduraciéon B,
regulan también la activacion de un amplio espectro de factores de transcripcion y
la expresion de genes y proteinas implicadas en la regulacion de la diferenciacion
celular, supervivencia y ciclo celular. De esta manera distintas moléculas como c-
Kit, IL-7, CD127, FLT-3 quinasa, PAX-5, CXCL-12-CXCR4, VLA-4-VCAM, IRF4,
BAFF y otras implicadas en sefalizacion celular como NFkB, RAS-MAPK, PI3K-
AKT, Bcl-2, STATs y TRAFs, participan de forma activa y regulada en cada paso de
la diferenciacion B.

El desarrollo B ocurre en funcion de la dependencia o no de la exposicion antigénica
contemplando dos estadios: i) uno inicial, denominado antigeno-independiente, que
ocurre en el higado fetal y en la médula 6sea fetal y adulta, y; ii) un estadio antigeno-
dependiente que ocurre en los 6rganos linfoides secundarios; en estos procesos,
gran parte de las células linfoides no logran diferenciarse completamente y mueren
por apoptosis. Estudios recientes han establecido con gran precision la secuencia
de expresion de un amplio niumero de antigenos a lo largo de los distintos estadios
madurativos de las células B normales. Asi, se reconoce la presencia en MO de
cuatro compartimientos madurativos B bien definidos. Estos incluyen de menor a
mayor madurez, los precursores B CD34+, los precursores B CD34-, los linfocitos B
transicionales slg+/CD10+/CD20+ y los linfocitos B maduros slg+/CD10-/CD20+,
cada uno caracterizado por un amplio espectro de proteinas y factores de
transcripcion implicados en diferenciacion celular.
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Durante el primer estadio de maduracion, los genes de las inmunoglobulinas (lg)
sufren un proceso de reordenamiento V(D)J de los segmentos variables (V), de
diversidad (D) y de unién (J), mediante recombinacion somatica, dando origen a
células B inmaduras slgM+slgD- con capacidad para migrar hacia el bazo y otros
organos linfoides secundarios. Habitualmente, tanto en MO como en SP, la mayoria
(>85%) de los linfocitos B maduros corresponden a células B virgenes sigM+/slgD+
y en menor proporcion (<15%) a linfocitos B inmaduros sIlgM+; entre estos linfocitos
B, las células B de memoria slgM+, slgA+ y slgG+ estan generalmente poco
representadas (<10%). Los linfocitos B localizados en distintos tejidos reciben
estimulos antigénicos que regulan procesos de activacion y maduracién en periferia.
Especificamente en los 6rganos linfoides secundarios, los linfocitos B en respuesta
al antigeno, se activan, expanden, sufren hipermutacion somatica, maduracion de
la afinidad por el antigeno, cambio de isotipo de inmunoglobulina y la consecuente
diferenciacion hacia linfocitos B de memoria o hacia células plasmaéticas circulantes.

Los linfocitos B maduros localizados en los distintos tejidos hacia los que migran,
juegan un papel importante en la regulacion de la respuesta inmune, participando
de forma positiva en la activacion, mantenimiento y proliferacién de linfocitos T
CD4+, el mantenimiento de células T de memoria Thl (IL-12) y Th2 (IL-4), proveen
sefiales coestimuladoras (CD80 y CD86) y participan ademas como células
presentadoras de antigeno generadoras de respuesta inmune especifica. Por otra
parte, estas células también pueden ser supresoras a traves de la modulacion de la
proliferacion y supervivencia de linfocitos T reguladores (CD25++/Foxp3+),
mediante la produccion de IL-10 (células B10) o TGF-J, con efectos negativos en
el potencial inflamatorio de células T efectoras y en la actividad de células
dendriticas, entre otras funciones.

Distintas alteraciones en los procesos celulares que regulan la activacion de los
linfocitos B, pueden conducir a activacion aberrante y persistente de estos linfocitos,
al incremento en la proliferacion, a la induccion de alteraciones genéticas como
traslocaciones cromosdmicas 0 mutaciones que afectan a genes reguladores del
ciclo celular y la apoptosis o dependiendo del estimulo inductor, a cansancio crénico
de los linfocitos B. Estas alteraciones pueden estar asociadas con la evolucion o
transformacion de los linfocitos B en células tumorales de pacientes con linfomas y
en especial si existen condiciones clinicas de riesgo que favorecen la evolucién a
linfomas, como la inmunosupresion o las inmunodeficiencias primarias o
secundarias.

Dentro de los eventos moleculares y celulares que participan en la activacion y
proliferacion aberrante de linfocitos B, se encuentran agentes infecciosos con
capacidad oncogénica como el Virus de Epstein Barr y el Herpes virus tipo 8 o el
virus de inmunodeficiencia humana que tiene la capacidad mediante mecanismos
directos e indirectos de activar de forma aberrante a los linfocitos B maduros e
inmaduros. Estos eventos en conjunto con otros procesos celulares que conducen
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a la generacion de mutaciones o alteraciones genéticas pueden inducir la
transformacion maligna de los linfocitos B en células tumorales de linfoma.

Desde el punto de vista molecular e inmunofenotipico, las células neoplasicas de
pacientes con distintos tipos de linfomas B, reflejan las caracteristicas de células B
normales de distintos tejidos linfoides, bloqueadas en estadios madurativos
concretos; pero a su vez se estudios recientes muestran que las células tumorales
de linfoma pueden diferenciarse de los linfocitos B de los cuales se derivan, en la
expresion alterada de antigenos asociados a distintos estadios madurativos B como
consecuencia de las alteraciones genéticas subyacentes o de anomalias en la
comunicacién entre la célula expandida y su microambiente. Estas alteraciones en
conjunto favorecen la activacion constitutiva de estos linfocitos B, a su proliferacion
desordenada y al aumento de su supervivencia.

En la actualidad, el mejor conocimiento de la biologia de los linfomas B y del papel
del microambiente en la regulacion de estas células, ha favorecido el desarrollo de
nuevas terapias para el tratamiento de diversos tipos de linfomas B atacando puntos
clave de la sefalizacién celular de estos linfocitos B como consecuencia de la
activacion aberrante constitutiva.
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Regulacion de larespuestainmune en cancer mediada por fitomedicamentos

Susana Fiorentino*, Alejandra Gomez-Cadena*, Amaia Martinez-Usatorre**,
Claudia Uruefia*, Alena Donda™, Alfonso Barreto®, Pedro Romero™
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Los polifenoles, son compuestos de plantas de origen natural que participan en
multiples actividades biolégicas como anti oxidantes, anti angiogénicos y pro-
apoptoticos y son considerados por estas razones como antitumorales. En nuestro
grupo hemos obtenido una fraccion rica en polifenoles a partir de la planta
Caesalpinia spinosa, la cual estd normalizada quimicamente y a la que hemos
denominado P2Et. El P2Et, ejerce actividad citotoxica sobre varias lineas de células
tumorales tanto humanas como murinas, a través de mecanismos que implican la
induccion de apoptosis con despolarizacion de la mitocondria, activacion de
caspasa 3 y 9, expresion de fosfatidilserina, y fragmentacion del ADN.
Adicionalmente, el P2Et favorece la induccion de muerte inmunogénica que se
caracteriza por la liberacion de ATP, relocalizacion de la proteina HMGB1 del nucleo
al citoplasma para luego ser liberada y exposicién de calreticulina en la membrana
plasmética lo que permite la activacion de las células dendriticas y la captura y
subsecuente presentacion de antigenos tumorales a los linfocitos T CD8 por un
mecanismo denominado “presentacion cruzada. Hemos evidenciado la activacion
de la respuesta inmune in vivo en modelos de ratones trasplantados con células
tumorales de cancer de seno (4T1) o melanoma (B16) y tratados con el P2Et, la
cual se confirma en experimentos recientes utilizando ratones inmunodeficientes
KO para la recombinasa RAG y ademas la cadena gamma del receptor de las
citocinas, en quienes la terapia con P2Et no es efectiva; lo que demuestra que la
actividad antitumoral de este extracto es parcialmente dependiente de la presencia
de una respuesta inmune efectiva.

Los tumores emplean mdltiples estrategias para atenuar la efectividad del ataque
de la inmunidad mediada por células, desde la desregulacién de las células
presentadoras de antigeno, hasta el reclutamiento y activacion de células
inmunosupresoras tales como células mieloides supresoras, monocitos
tolerogénicos y linfocitos T reguladores. El ligando PDL-1 (Programmed death
ligand 1) es el mayor ligando regulador negativo de la familia B7, el cual se une al
receptor PD-1 (molécula de muerte programada) que es expresado sobre los
linfocitos T activados y que transduce una sefial que inhibe la proliferacion de los
linfocitos T, la produccion de citocinas y la funcion citolitica. PD-L1 se expresa sobre
las células tumorales, pero también sobre las células dendriticas mieloides
asociadas al tumor, y el bloqueo de la interaccion PD1-PDL-1 ha mostrado ser
efectivo en el tratamiento de tumores como el melanoma. La Inmunoterapia
combinada, utilizando bloqueadores de los puntos de chequeo ha mostrado ser muy
eficiente siempre y cuando exista una respuesta inmune previa a la terapia.
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Teniendo en cuenta que el P2Et induce una respuesta inmune especifica del tumor,
decidimos estudiar si el tratamiento con P2Et in vivo, en conjunto con anticuerpos
anti PDL1 podrian tener un efecto potenciador. En este trabajo se muestra que la
terapia combinada disminuye en forma significativa la aparicion del tumor
comparada con la terapia independiente de P2Et o anti PDL-1. Por otra parte, aun
cuando los tumores trasplantables han sido utilizados en forma extensa para
caracterizar la respuesta anti-tumoral, estos modelos no mimetizan el proceso de
ruptura de tolerancia contra antigenos propios, de la misma forma que lo hacen los
modelos de tumor espontaneo. Con el fin de medir entonces si el P2Et podria ser
también efectivo en los tumores espontaneos, como se muestra en el tumor
trasplantable de B16, nosotros utilizamos los ratones transgénicos Tyr:Nras que
desarrollan tumores de melanoma 9 semanas después del tratamiento con el
carcindogeno 7,12dimethyl benz (a) anthracene (DMBA). Nuestros resultados
muestran que el tratamiento con P2Et tan pronto el tumor comienza a desarrollarse,
también muestra un retardo importante en el desarrollo del tumor. El conjunto de
estos experimentos sugiere que el tratamiento con P2Et induce muerte
inmunogénica, posiblemente rompiendo la tolerancia contra los antigenos propios,
e induciendo una respuesta inmune que retarda el crecimiento del tumor y que
puede aumentar la eficacia de las terapias que bloquean los puntos de control como
la terapia aprobada en clinica con anti PDL-1.

Abordaje desde el laboratorio de la funcion tiroidea

Dennise Rios Rincon

Médica cirujana, Patéloga Clinica. Cali.

Dentro de las enfermedades del eje endocrino, las de la tiroides estan entre las mas
frecuentes en nifios y adultos y las pruebas de funcién tiroidea entre los examenes
mas solicitados en el laboratorio clinico.

Un resultado alterado en una de estas pruebas puede ayudar a diagnosticar un
trastorno tiroideo primario o secundario. Sin embargo, las pruebas de funcién
tiroidea sélo deben ser solicitadas cuando hay caracteristicas clinicas especificas
gue requieren que se descarte un desorden primario de la funcion hipotalamica,
pituitaria o tiroidea, pues el andlisis de la concentracién de Hormona Estimulante de
la Tiroides (TSH) o de las hormonas tiroideas T3 y T4 cuando hay una baja
sospecha clinica conlleva el riesgo de obtener resultados que conduzcan a iniciar
investigaciones inapropiadas y tratamientos innecesarios.

Esto se debe a que una interpretacion adecuada los resultados requiere, ademas
de un entendimiento completo de la fisiologia tiroidea, el conocimiento de los
factores intra y extraendocrinos que modifican la determinacion de estas
magnitudes.
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FISIOLOGIA TIROIDEA

La produccion de hormonas tiroideas es estrechamente regulada por la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) secretada por el hipotalamo y la TSH secretada por
la pituitaria.

El iodo inorgéanico es organificado por la enzima tiroidea peroxidasa (TPO) e
incorporada en la Tiroglobulina (Tg), una gran glicoproteina sintetizada por la célula
del foliculo tiroideo. ElI acoplamiento subsecuente de los residuos de mono y
diiodotironina con la molécula de Tg, conduce a la formacién de las hormonas
tiroideas T3 y T4, que son almacenadas en el coloide folicular, un material
proteinaceo que esta contenido dentro de la luz el foliculo tiroideo. Bajo el efecto de
la TSH se produce la reabsorcion del coloide por la célula folicular y la degradacion
enzimatica del mismo por las enzimas lisosomales liberando el T3 y T4 a la
circulacion.

Solo el 20% del T3 total en la circulacion es secretado por la glandula tiroidea. El
restante 80% se deriva de la conversion del T4 en los tejidos periféricos. La mayoria
de la hormona tiroidea circulante esté unida a proteinas transportadoras: Globuliina
transportadora de tiroides (TBG), pre albumina fijadora de tiroxina (transtirenina) y
albumina. Las hormonas ligadas estan en equilibrio con su forma libre y en un
estado eutiroideo el T4 libre (T4L) constituye menos del 0,02% del total de T4 y el
T3 libre (T3L) menos del 0,5% del T3.

CONSIDERACIONES PARA UNA APROPIADA INTERPRETACION DE LAS
PRUEBAS DE FUNCION TIROIDEA

Aungue la enfermedad tiroidea en su forma mas florida es facilmente reconocida,
las alteraciones menores del estado tiroideo pueden ser mas dificil de diagnosticar.
En la mayoria de los casos los resultados de las pruebas de funcion tiroidea son
orientadores y presentan un patron que es facilmente reconocido y consistente con
la enfermedad tiroidea. Sin embargo, en un pequefio pero significativo subgrupo de
pacientes, la interpretacion de estas pruebas resulta mas retadora, con escenarios
bioquimicos que podrian parecer discordantes con el cuadro clinico.

Los cambios en el estado tiroideo normalmente estan asociados con cambios
concordantes en las hormonas tiroideas y la TSH: elevacion en la T4y T3 con TSH
suprimida en tirotoxicosis y T4 y T3 bajos con elevacion en la TSH en hipotiroidismo.
Sin embargo, en un individuo determinado las concentraciones sanguineas de T3y
T4 se mantienen relativamente constantes a lo largo de toda la vida, reflejando una
especie de «set-point» del eje hipotalamico-pituitaria-tiroideo (HPT), por lo que los
rangos de referencia poblacionales para las hormonas tiroideas son relativamente
amplios en contraste con las variaciones individuales en los niveles séricos vistos
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en los sujetos normales. Como resultado, los cambios en las concentraciones de
hormona tiroidea suficientes para generar sintomas de hipo e hipertiroidismo
pueden no estar asociados con anomalias numéricas en las concentraciones de T4
o T3, tal como ocurre en el llamado hipotiroidismo subclinico.

Adicionalmente existen condiciones que interfieren en los resultados de las pruebas
de funcion tiroidea las cuales se describiran brevemente.

Enfermedad no tiroidea: la alteracion en las pruebas de funcion tiroidea es
relativamente comun en el contexto de cualquier enfermedad aguda o croénica,
presentandose el llamado sindrome del eutiroideo enfermo, el cual esta definido por
la alteracidn de las pruebas en ausencia de una anomalia intrinseca del eje HPT y
sin evidencia actual que favorezca el uso de T3 o T4 en la mayoria de pacientes
con este sindrome. Los cambios en las hormonas tiroideas y la TSH pueden verse
tan rapido como 24 horas después del inicio de la enfermedad no tiroidea y han sido
observados en sujetos con desnutricion, sepsis, quemaduras, enfermedad
neoplasica, infarto al miocardio, postquirargicos y con enfermedad renal o hepatica
cronica. Las anomalias en las pruebas tiroideas por lo general se resuelven durante
la convalecencia, aunque en algunos pacientes la TSH puede permanecer elevada
por un corto periodo de tiempo.

Terapia con medicamentos: varios medicamentos prescritos comunmente pueden
resultar en una un estado tiroideo alterado, sea porque modulan el eje HPT por si
mismos o a través de efectos posteriores en el transporte la hormona tiroidea o su
metabolismo. Dentro de estos se cuentan el iodo, la amiodarona, el litio, modulares
inmunes, agonistas de la dopamina, glucocorticoides, y metformina. Otros
interfieren las concentraciones de la TBG lo cual tipicamente resulta en cambios de
las concentraciones totales de las hormonas tiroideas, pero no en las libres, aunque
pueden observarse elevaciones transitorias en la FT3 y FT4. Estos medicamentos
incluyen estrogenos orales, tamoxifeno, metadona y heroina. En contraste, los
andrégenos y la terapia cronica con glucocorticoides han mostrado inhibir la sintesis
de la TBG. Otro mecanismo es el desplazamiento de la T4 y T3 de las proteinas de
unién de la hormona tiroidea alterando la liberacion de la hormona y su depuracion
y distorsionando las pruebas diagndsticas para T4L y T3L, estas incluyen
furosemida, aspirina, antiinflamatorios no esteroideos, fenitoina y heparina.

Interferencias analiticas: la presencia de anticuerpos humanos anti-animal en el
suero del paciente, si estan dirigidos hacia la misma especie empleada la
produccion de los anticuerpos del ensayo, puede interferir con la determinacion del
TSH. Asi, los anticuerpos anti-animal capaces de producir una reaccién cruzada con
los anticuerpos de captura y deteccion pueden causar una interferencia positiva,
conduciendo a un TSH falsamente elevado y a la inversa, unos anticuerpos anti-
animal que bloqueen la unién de la TSH al anticuerpo de captura y deteccién
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resultara en una interferencia negativa causando una lectura de TSH falsamente
baja.

ENFERMEDADES AUTOINMUNES DE LA TIROIDES

Las enfermedades tiroideas autoimmunes son los desérdenes mas frecuentes que
causan disfuncién de la glandula tiroidea e incluyen varias formas clinicas, entre
ellas la tiroiditis de Hashimoto (TH) y la enfermedad de Graves (EG). Estas dos
formas mayores de autoinmunidad tiroidea se caracterizan clinicamente por
hipertiroidismo (EG) e hipotiroidismo (TH).

La enfermedad autoimmune tiroidea es multifactorial e implica el desarrollo de
inmunidad contra autoantigenos tiroideos en un trasfondo genético particular,
facilitado por la exposicion a factores ambientales incluyendo la infeccion, la dieta,
ingestion de yodo y el tabaquismo. Si bien, en su inicio la respuesta autoinmune en
la EG y la TH puede ser similar y ambas enfermedades estan caracterizadas por la
infiltracién linfocitaria de la tiroides y la produccion de autoanticuerpos tiroideos,
diferencias en el microambiente local son cruciales para el desarrollo de una u otra
patologia.

MARCADORES DE AUTOINMUNIDAD TIROIDEA

Los autoantigenos en la enfermedad de Hashimoto son la peroxidasa tiroidea (TPO)
y la Tiroglobulina (Tg), presentes en mas del 90% de estos pacientes. Sin embargo,
no son patognomonicos de la TH, pues también ocurren en mas del 70% de
pacientes con enfermedad de Graves.

Similarmente, mientras que el receptor de la hormona estimulante el tiroides (TSH)
es el mayor autoantigeno en la enfermedad de Graves, estos anticuerpos también
ocurren en algunos pacientes con enfermedad de Hashimoto.

Los anticuerpos anti-receptor de la TSH (TRADb) son actualmente clasificados en
estimulantes, blogueadores, y neutrales sobre la base de su habilidad para unirse
con diferentes tipos de epitopes, de la cual deriva la diversidad de su actividad
biolégica. Los TRADb estimulantes causan el hipertiroidismo la enfermedad de
Graves y aunque los TRAb blogueadores son encontrados en algunos pacientes
con tiroiditis de Hashimoto su papel es incierto.

La agudeza diagnostica de los TRAb ha aumentado con el desarrollo de nuevos
ensayos. Los métodos automatizados de tercera generacion tienen una alta
sensibilidad para detectar enfermedad de Graves y una alta especificidad para
discriminarla de otras enfermedades de la tiroides. Dentro de esta familia de
ensayos, las inmunoglobulinas estimulantes del tiroides (TSI), auto anticuerpos que
se unen al receptor de la hormona estimulante tiroides sobre la célula tiroidea
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resultando en enfermedad de Graves, estan ganando aceptacion como método
diagndstico en la literatura médica mas reciente.

CONCLUSION

Si bien la disponibilidad de nuevas pruebas es un soporte valioso en el diagndstico
diferencial de los trastornos de la funcion tiroidea, para una adecuada evaluacién
del eje tiroideo desde el laboratorio clinico siguen siendo indispensables un buen
ejercicio clinico y un conocimiento detallado de la fisiologia tiroidea, el desempefio
diagnéstico de cada prueba y los factores, endocrinos o no, que interfieren en sus
resultados.

Bioguimica AprLicaba

Importancia clinica de la Hiperhomocisteinemia

Shirley Cruz Rubio

Bacteridloga y Laboratorista Clinica, Especialista en Hematologia en el laboratorio Clinico y manejo
de Bancos de sangre, Magister en Educacién. Docente Titular Universidad de Boyaca.

Generalidades

La homocisteina fue descrita por primera vez en 1932 por Lewis W. Butz y Vincent
Du Vigneaud, Es un aminoacido azufrado no constituyente de la dieta, desempefia
un papel importante en la transferencia de grupos metilos en el metabolismo celular
y es originada en los humano a partir de la desmetilacion de la metionina por accion
de la enzima metionina adenosil transferasa, o por mecanismos de remetilacion por
medio de la catalisis de la enzima homocisteinametiltransferasa. La homocisteina
también se puede combinarse con la serina para generar cistationina por reacciones
de transulfuracion y por acciéon enzimatica de la cistationina B-sintetasa y su
coenzima el fosfato de piridoxal. El gen que codifica se encuentra en el brazo largo
del cromosoma 21. (1)

En la dieta, la metionina se encuentra principalmente en carnes y pescado y en
menor proporcion en verduras, nueces, frutas y cereales.

La homocisteina en el plasma se encuentra en forma reducida aproximadamente
en 1%; el 70% se encuentra unida a albamina y el resto se encuentra formando
compuestos disulfuro de peso molecular bajo.

El rango de variabilidad biol6gica se encuentra entre: 5 - 15 umol/l, es de tener en

cuenta que aspectos como el método analitico, el sexo, la edad e incluso
caracteristicas poblacionales producen variaciones en la determinacion; se
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considera hiperhomocisteinemia: Moderada: 15 — 30 umol/l, Intermedia: 30 — 100
umol/l y Severa: > 100 umol/l.

Etiologia de la hiperhomocisteinemia

Se hereda en forma autosOmica recesiva, involucra siete trastornos bioquimicos
clinicamente diferentes, siendo los mas frecuentes el déficit de cistatioina B-
sintetasa y de la metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Varios estudios han
demostrado la asociacion entre los portadores T/T del polimorfismo ¢.677 de la
MTHFR y la hiperhomocisteinemia, se presenta en aproximadamente 1 de cada
334000 nacidos vivos en todo el mundo. (2)

La hiperhomocisteinemia puede producirse por una deficiencia enzimatica en
alguno de los pasos del metabolismo, por presentar bajos niveles plasmaticos de
acido félico vitaminas B6 y/o B12.

Factores de riesgo

Se consideran como principales factores de riesgo para el desarrollo de la
hiperhomocisteinemia: edad, sexo, disminucion en la concentracion sérica de B6 y
B12, el sedentarismo, consumo de alcohol y tabaquismo. Entre las principales
causas asocidas se encuentra:

1. Deficiencia vitaminica: La vitamina B12 es un cofactor esencial para la
metionina sintetasa en el proceso de remetilacion de la homocisteina a
metionina, mientras que el acido folico, bajo la forma de 5 metil
tetrahidrofolato (THF), en actia como donador de grupos metilos para la
conversion de homocisteina a metionina, por tanto, las deficiencias de ambos
nutrientes inciden en el incremento de los niveles de homocisteina en sangre.
Aproximadamente en dos tercios de los pacientes que presentan elevacion
de los niveles de homocisteina existe asociacién con bajas concentraciones
de vitaminas, como el acido félico y la vitamina B12. (3) (4)

2. Enfermedad aterotrombdtica e insuficiencia renal: Las enfermedades
cardiovasculares son la primera causa de muerte a nivel mundial, la
hiperhomocisteinemia permite que los vasos sanguineos absorban mas
facilmente el colesterol de baja densidad (LDL) por parte de los macrofagos.
Adicionalmente es considerada un factor de riesgo trombofilico moderado
para la produccién de tromboembolismo venoso. La insuficiencia renal es
considera como otra causa de hiperhomocisteinemia, debido a que esta es
eliminada por la ruta renal. (5)

3. Pre eclampsia: Las concentraciones plasmaticas de homocisteina estan
elevadas significativamente en gestantes con preeclampsia en comparacion
con gestantes sanas durante el tercer trimestre de gestacion. (6)

4, Deterioro cognitivo: La homocisteina junto con la proteina B-amiloide activan
la apoptosis en neuronas corticales al incrementar los niveles citoplasmaticos
de Ca++ y activar la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
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como son los iones de oxigeno, los radicales libres y los peréxidos que
producen dafio significativo a diversas estructuras celulares debido al estrés
oxidativo mediado por el flujo de Ca++. Lo anterior asociada a una irreversible
neurodegeneracion mediante mecanismos de exocitotoxicidad, dafio del
ADN, modificacion oxidativa de las bases nitrogenadas y fallas en las
capacidades reparativas conduciendo asi a la muerte celular. La presencia
de hiperhomocisteinemia se asocia entre otros con la enfermedad de
Alzheimer y otras formas de demencia (vascular), depresién en ancianos,
enfermedad de Parkinson y Epilepsia. En 1962, Gerritsen y Carson
demostraron la presencia de homocisteina en la orina de nifios con retardo
mental. Respecto a las causas que llevan al aumento de la homocisteina en
los pacientes epilépticos en tratamiento cronico con FAE, no estan del todo
establecidas. Se ha postulado que se debe a alteraciones en los niveles de
acido félico y vitamina B12, ambos constituyentes esenciales del
metabolismo de la homocisteina. (7)

Los posibles mecanismos de dafio endotelial se relacionan directamente por:
producir peroxidos, alterar la adhesividad plaquetaria, activa los factores Xll y V de
la coagulacién, inhibir la trombomodulina, disminucién en la produccion de o6xido
nitrico y disminucién de la proteina S de la coagulacién

Conclusiones

Diversos estudios resaltan la importancia de la determinacion de la homocisteina en
la evaluacion clinica de pacientes con factores de riesgo para enfermedad
aterotrombética, deficiencia vitaminica, pre eclampsia y deterioro cognitivo.
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Bioquimica aplicada al diagndstico de la diabetes mellitus

John E. Feliciano-Alfonso

Médico, MSc en Epidemiologia Clinica, Especialista en Estadistica, Especializacion Médica en Farmacologia
Clinica, Grupo de Investigacion Evidencia Terapéutica Universidad de La Sabana. Bogota.

El metabolismo de los carbohidratos es regulado por finos mecanismos que
permiten mantener concentraciones no relacionadas con las complicaciones
propias de la diabetes mellitus. Factores como la obesidad favorecen procesos que
involucran el desarrollo de resistencia a la insulina y una disfuncion en la secrecion
de insulina por parte de la célula beta pancreética. Esto genera una serie de
acontecimientos que alteran la gluconeogénesis y la glucogenolisis, asi como
también el propio metabolismo de lipidos y de proteinas.

Es en este momento en que suelen manifestarse condiciones como la alteracién de
la glucemia en ayuno (al no poder controlar la produccion hepatica de glucosa) o la
intolerancia a los hidratos de carbono (al producirse la pérdida del primer pico
secretorio de la insulina). No detectar al individuo en estas primeras etapas de la
enfermedad, resultar4 en la aparicion de la forma méas frecuente de diabetes
mellitus: la tipo 2, condicién relacionada con complicaciones que son las principales
causas de mortalidad en el mundo como son los eventos cardiovasculares. Asi
mismo, pueden presentarse complicaciones que implican una gran carga no solo
para el paciente sino también para su entorno familiar, y que disminuiran su calidad
de vida tal como la enfermedad renal crénica o el pie diabético.

Por estas razones, se hace evidente la apropiada identificacion de la enfermedad
en individuos que ya la padecen pero que ignoran su condicion, o la deteccion
oportuna de estadios tempranos de la enfermedad en individuos a riesgo.
Actualmente se dispone de cuatro métodos diagndsticos para tal fin: glucemia al
azar, glucemia en ayuno, prueba de tolerancia oral a la glucosa y la hemoglobina
Alc. Cada una de estas pruebas tiene virtudes y defectos que las hacen ser
particularmente Utiles para ciertos perfiles de individuos. Los valores umbrales de
diagndstico de diabetes mellitus de estas pruebas son universalmente aceptados y
se basan en el riesgo de producir complicaciones de caracter microvascular, en
particular en el riesgo de desarrollar retinopatia. Estas pruebas de laboratorio deben
ser realizadas por métodos estandarizados ya que son susceptibles de error.

Por dltimo, es necesario resaltar que la medicion de glucemia a través de
glucometros o la prueba 2 horas después de un desayuno, no se deben utilizar como
métodos diagnoésticos o de tamizaje de diabetes mellitus, y realizadas para tal fin
solo van a producir un gasto innecesario en tiempo y recursos, asi como una
incorrecta clasificacion de pacientes sanos y enfermos con sus respectivas
implicaciones clinicas y sociales.
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Ensayos ultramicroanaliticos para el pesquisaje y diagndstico de
enfermedades infecciosas. Presente y futuro.

Irinia Yelena Valdivia Alvarez

Microbidloga, Vivedirectora agrupacion de desarrollo y produccién de diagnosticadores. Centro de
Inmunoensayo. Cuba.

La Tecnologia SUMA (Sistema Ultra Micro Analitico) es un sistema integral de
reactivos, equipos, programas y servicios de postventa, que posibilita el estudio
masivo y el diagnéstico de un gran numero de enfermedades, a través de la
realizacion de pesquisajes activos, lo cual permite detectarlas en sus estadios
iniciales y que el tratamiento aplicado resulte mas efectivo. Una de sus
caracteristicas esenciales es el pequefio volumen de reactivos y muestras que
emplea para la realizacion de las pruebas.

Los ensayos, enzimaticos (ELISA) y fluorescentes, desarrollados para el
diagnéstico de enfermedades infecciosas se aplican tanto a muestras de suero o
plasma, como de sangre seca sobre papel de filtro, lo cual facilita la realizacién de
estudios en regiones de dificil acceso y escasos recursos. Estos ultramicroensayos
constituyen la base fundamental de los programas de salud cubanos para
certificacién de sangre, donde el SUMA provee los diagnosticadores para Hepatitis
B, Hepatitis C y VIH 1/2 y para el programa de vigilancia epidemiolégica, en el cual
se incluye ademas de los anteriores, los ensayos para la vigilancia del dengue y la
enfermedad de Chagas. Las pruebas de VIH y Hepatitis B son empleadas también
en el programa materno-infantil, para evitar la transmision de estos agentes
infecciosos de la madre al nifio.

En el presente trabajo se exponen las caracteristicas esenciales de estos ensayos,
asi como los datos de su aplicacién e impacto durante mas de 25 afios en los
programas nacionales de salud.

El UMELISA HIV es capaz de detectar infecciones tanto de VIH-1, como de VIH-2,
con una sensibilidad superior a 99% y mas de 98% de especificidad, segun las
evaluaciones nacionales e internacionales realizadas, cuyos resultados se
presentan en este trabajo. El ensayo de Hepatitis B puede detectar concentraciones
de su antigeno de superficie desde 0,28 Ul/mL en muestras de suero o plasmay a
partir de 2 Ul/mL para muestras de sangre seca sobre papel de filtro. Dentro de la
bateria de pruebas para el diagnéstico de la hepatitis B se encuentran, ademas del
ensayo para la deteccion del antigeno de superficie, las pruebas para la deteccion
de los anticuerpos al antigeno core (core total y core IgM) y de los anticuerpos contra
el antigeno de superficie (anti-HBsAgQ). De todos ellos se abordaran aspectos de su
desempefio, asi como las caracteristicas funcionales que presentan.
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El ensayo de dengue es capaz de detectar la infeccion por cualquiera de los 4
serotipos de este virus y constituye la prueba de pesquisaje para la vigilancia
serolégica del dengue en Cuba desde hace mas de 10 afios, en tanto la prueba de
Chagas tiene un estrecho campo de aplicacion para el sistema de salud cubano, a
diferencia de otras areas de nuestro continente, donde esta enfermedad es
endémica.

El trabajo abordara las -caracteristicas y resultados esenciales de estos
diagnosticadores hasta el presente, asi como sus proyecciones futuras, a tono con
el desarrollo internacional en esta rama del conocimiento y el completamiento de la
bateria diagndstica para determinados fines, como por ejemplo, la certificacion de
sangre.

Pesquisa Neonatal Ampliada en Latinoamérica

Eloisa Graciela Queiruga Bernini

Quimica Farmacedtica. PhD. Presidenta de COLABIOCLI. Uruguay.

Latinoamérica (LA) es un hermoso continente que comprende mas de veinte
millones de kilbmetros cuadrados de superficie, que corresponden
aproximadamente al 13,5% de la superficie emergida del planeta con una gran
diversidad geografica y biolégica. Posee la mayor poblacion de hispano hablantes,
con 619.687.000 habitantes representan el 6% de la poblacién mundial, distribuidos
en mega ciudades de mas de 10 millones de habitantes como Ciudad de México,
Sao Pablo, Caracas, Buenos Aires asi como en zonas muy escasamente pobladas
como la cuenca del amazonas o la Patagonia Argentina. Esto lleva a importantes
diferencias culturales, lo que se ve reflejado en la actividad de los profesionales del
Laboratorio, y también en la Pesquisa Neonatal (PN).

No podemos hablar de Pesquisa Neonatal sin recordar que en 1962 el Dr. Robert
Guthrie, disefid6 un método de inhibicién bacteriana para estudiar en los nifios
fenilcetonuricos el contenido de fenilalanina en sangre, uno de esos nifios era su
hijo John (1). Admiramos la enorme genialidad y generosidad de disefiar una toma
de muestra, sencilla, segura, eficaz para poder realizar el estudio en los recién
nacidos, detectar la enfermedad e instaurar tempranamente el tratamiento y evitar
en otros padres el dolor de un hijo con retardo mental.

La Pesquisa en LA comenzoé en laboratorios privados o publicos en la década del
80, Benjamin Smith en San Pablo, Antonio Gimenez en México, la Fundacion
Endocrinoldgica Infantil (FEI) en Argentina y el programa Nacional de Pesquisa en
Cuba en 1986, a instancias del Dr. Ricardo Guell .
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En la década del 90 varios paises de LA comenzaron programas Nacionales de
Pesquisa, Costa Rica, Chile, Cuba y Uruguay se organizaron para instrumentar
programas de caracter nacional, comenzando algunos solo con Hipotiroidismo
Congénito (HC), o Fenilcetonutia (PKU) e HC. Comprendemos que los 4 paises
gue lideran este grupo son los mas pequefos y se basan algunos en estructuras ya
existentes para organizar el programa.

Simultdneamente en los paises desarrollados EEUU y Europa, cuyos programas
estaban consolidados, se introducen nuevas metodologias para el estudio de las
enfermedades a pesquisar. Aparece en 1990 (2) un articulo sobre Tandem Mass
Espectrometria (MASA), que propone el estudio de Aminoéacidos (AA) y Acil
carnitinas (AC) como método de pesquisa por esta metodologia. EI Dr. Néstor
Chamoles de la Fundacion para el Estudio de Enfermedades Neurometabdlicas
(FESEN) Argentina, fue pionero en LA en realizar y difundir esta metodologia que
introdujo en su laboratorio en 1994,

¢, Cudl es la ventaja del MASA? En una gota de sangre seca impregnando un papel
de filtro, se corta un disco de 3mm, en él se pueden realizar mas de 50
determinaciones y obtener las relaciones entre los metabolitos estudiados en una
planilla de excell y en un tiempo no mayor de 4 hs, lo que nos permite sospechar
mas de 30 enfermedades. La determinacion de Fenilalanina (PHE) que en el método
inicial demoraba mas de 24hs, por MASA se determina la relacion
Fenilalanina/Tirosina y ya en una sola corrida se puede diagnosticar la enfermedad
y el grado de afectacion: clasico, moderado o leve.

La certeza de los resultados y el costo le hacen decir a (3) Aaron E. Carroll “La
evaluacion por Masa del recién nacido parece ser de las raras intervenciones
sanitarias que ahorra costos y beneficia a los pacientes, a largo plazo es posible
que ahorren dinero”

La Organizacibn Panamericana de la Salud se ha expedido al respecto en 2
documentos 1968 y 2006 (4,5) y el American College of Medical Genétic (ACMG)
en su documento sobre programas de Pesquisa (6) hace un score de que
enfermedades son factibles de pesquisar por pautas de gravedad de la enfermedad,
dificultad diagndstica al nacer, existencia de tratamiento, morbimortalidad, etc. y en
las 29 enfermedades que pone como necesarias de pesquisar, 24 de ellas se
pesquisan por Masa en una sola gota de sangre y en una sola corrida. (6)

¢ Qué dificultades conlleva el instrumentar la pesquisa por esta metodologia?
Una inversion inicial alta, profesionales preparados para trabajar en estos equipos,
servicios de mantenimiento acordes con lo que necesitan para controles,

calibraciones y servicios que requieran o sea profesionales dentro del laboratorio y
en la firma que represente a este equipamiento. Un laboratorio acorde con
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campana, centrifugas, estufas, secadores y todo lo necesario para el procesamiento
de la muestra que vamos a inyectar. Es un desafio a nuestra capacidad como
profesionales para responder al reto de las nuevas tecnologias.

¢,Cuadles son los resultados?

Para el estudio de las enfermedades que la pesquisa lidera como la Fenilcetonuria,
mayor rapidez y seguridad en los resultados, pero el agregado de encontrar
patologias no detectadas clinicamente tanto en el nifio como en la madre son un
agregado muy positivo. Déficit de B12 por ser hijos de madres vegetarianas
estrictas, déficit de carnitinas, déficit de Acilcarnitina de cadena media en la madre,
y toda la gama de acidemias y defectos de la beta oxidacion en los nifios.

Enfermedades que pueden ocurrir 1/200.000, que no eran pasibles de ser
implementadas por ser de muy baja incidencia y no llenar los requisitos para ser
incluidas en un programa de pesquisa, hoy aparecen en una corrida sin necesidad
de implementar una técnica especial para su busqueda.

La gran diferencia es que cuando comenzamos los programas de PN, cada
enfermedad que afiadiamos al programa debia poner en marcha una técnica, tal
vez por ELISA, EQL, Fluorometria, con requerimientos especiales de instrumental,
controles, técnicos, hoy podemos detectar 26 enfermedades con una sola técnica,
una sola muestra, una sola corrida, un solo equipamiento.

Que hemos encontrado en los paises que tienen implementada la Pesquisa
Ampliada Uruguay (7) y Costa Rica (8)7?

Uruguay: 1 citrulinemia, 4 MCAD, 2 AMM, 4 Déficit de B12, 1 Déficit primario de
carnitina (CUD), 1 déficit de Cianocobalamina, 1 3-MCC en 325.227 nifios
estudiados

Costa Rica: 14 MCAD, 20 SCAD, 31 MSUD, 1 Tirosinemia, 10 Acidemia Propionica,
8 Deficit de B12, 1 IVA, en 610.983 niflos estudiados.

Estos hallazgos se consideran un agregado positivo a lo invertido en realizar la
pesquisa de las enfermedades con mayor incidencia como son HC, PKU, HSC, FQ.
Vale la pena intentarlo, en algunas enfermedades el tratamiento es tan sencillo
como evitar el ayuno prolongado y suplementar con carnitina si es necesario, en
otros el tratamiento es mas complejo. Pensemos que en estas enfermedades de
dificil tratamiento, cuan importante es conocer el diagndstico, lo antes posible, ya
sea por la eficacia del tratamiento que se instaura prematuramente o por evitar el
peregrinar de padres y especialistas en busca de un diagnaostico.
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HemaToLocia

Hematologia: del laboratorio a la practica clinica
Deteccion de enfermedad mieloproliferativa a partir de un patron de analisis
en sangre periférica.

Maria Clemencia Garnica Barrios
Bacteridloga, Especialista en Hematologia. Bogota.

Los sindromes mieloproliferativos crénicos (SMPC) son enfermedades clonales;
originadas por una o mas mutaciones de la célula madre hematopoyética. Estan
caracterizados por la proliferacion en médula ésea de uno o mas de los linajes de
células mieloides (eritroides, granulociticas y megacariociticas) donde la medula
0sea se encuentra ocupada por la poblacion celular expandida y la proliferacion
clonal puede afectar algunos casos la linea linfoide.

La linea en proliferacion mantiene en algun grado la capacidad de diferenciacion y
maduracién, por lo que la expresion hemoperiférica es de celularidad madura y
eficaz. Se considera que funcionan normalmente durante las etapas tempranas de
la enfermedad y que la sobreproduccién da lugar a las manifestaciones clinicas y
patoldgicas de la enfermedad.

Los SMPC comparten una serie de caracteristicas clinicas; e incluyen la tendencia
a la evolucion a otras hemopatias (leucemias agudas y fibrosis medular),
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predisposicion a hemorragias y trombosis y todas aquellas manifestaciones
derivadas de la expansion celular (esplenomegalia, osteoartralgias, etc.).

El diagndstico es casual en un alto porcentaje. Se da a partir de alteraciones
analiticas por infiltracién de células tumorales o por hematopoyesis extra medular y
mielofibrosis. Algunos de los SMPC pueden presentar evolucién clonal con
proliferacion de precursores inmaduros (fase blastica) o hacia fibrosis medular con
mieloptisis (infiltracion de la MO por células no hematopoyeéticas, lo anterior resulta
en diferentes grados de anemia, trombocitopenia y neutropenia).

La denominacion SMPC engloba a diversas entidades nosologicas. Los limites
entre ellos no son claros debido a la ausencia de marcadores especificos. Este es
un concepto muy importante con implicaciones practicas para la deteccion de
pacientes que tienen estas enfermedades y para su manejo clinico, los SMPC se
pueden detectar de manera efectiva en un alto porcentaje de los casos; incluso en
sus primeras etapas basados en el reconocimiento de los patrones caracteristicos
gue se presentan en sangre periférica, (hemograma, FSP y determinaciones de
algunos analitos en suero).

La clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud del afio 2008 de SMPC
actualmente denominados Neoplasias mieloproliferativas (NMP) es Leucemia
mieloide cronica (LMC) - Trombocitemia esencial (TE) - Mielofibrosis primaria (MI) -
Policitemia vera (PV) - Leucemia neutrofilica crénica (LNC) - Sindrome
hipereosinofilico, (eosinofilia clonal, leucemia eosinofilica crénica (LEC)) y la
Mastocitosis sistémica.

Las mutaciones que se conocen actualmente asociadas con los SMPC en el
diagnoéstico estan siendo definidas en términos de marcadores moleculares. El
hallazgo de estos son un blanco terapéutico potencial, valor de pronostico y
evolucion.

Citogenética y biologia molecular en los SMPC

e Lapresencia del cromosoma philadelphia (Cr Phi +), t (9;22) o mutacién BCR-
ABL se asocia con la LMC.

e (CrPhi-)enlaPV, TEy MF.

e Mutacion V617F del gen JAK2 ha aportado otro marcador molecular de
clonalidad; la mutacién del gen de la Kinasa Janus es especifica de
neoplasias mieloides la presencia de esta mutacion excluye eritrocitosis,
trombocitosis, leucocitosis reactiva, mielofibrosis.

e Lamutacion V617F del gen JAK2 puede dar origen a tres diferentes fenotipos
de la enfermedad se encuentra en el 97% en la PV y en 50% en la MF y TE,
otra mutacion la del exén 12, del gen JAK2 presente en algunos casos de la
PV.
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e Gen de fusion FIP1L1-PDGFR-A, PDGFR-B, FGF-R1 asociado a la LEC o
Eosinofilia clonal con buena respuesta terapéutica.

¢ Recientemente, la mutaciéon, MPLW515L, fue descrita en pacientes con
mielofibrosis JAK2V617F-negativa con metaplasia mieloide y en algunos
pacientes con TE y MF

Aspectos de diagnostico

Una caracteristica de los SMPC es el solapamiento de signos/sintomas, la falta de
conocimiento especifico acerca de los patrones que estan relacionados con la
enfermedad y la sobre posicién de los patrones entre las condiciones reactivas y las
neoplasicas.

Los patrones estan ocultos en pacientes que tienen condiciones comorbidas entre
las diferentes formas, (leucocitosis, trombocitosis, erotrocitosis, hiperplasia
megacariocitica, esplenomegalia, mielofibrosis): lo anterior puede dificultar la
inclusion de un paciente en una determinada entidad.

La valoracion de la "sangre periférica” representan al laboratorio clinico la creacion
de patrones iniciales y desarrollando algoritmos de diagndstico que aporten a la
orientacion y diferenciacion con otras situaciones patologicas convirtiéndolo en el
primer eslabén para el diagnéstico.

El objetivo del laboratorio es la deteccidn y no la clasificacidon o el diagnostico de los
TMPC. La definicion de los patrones de anormalidad que son predictivos para
determinados tipos de neoplasia comienza con la interpretacion del hemograma
automatizado, los datos numéricos, histogramas, dispersogramas, los hallazgos y
las tendencias que se pueden identificar en los datos hematol6gicos acumulados
del paciente dan una vision rapida de su historial hematologico, complementando
esto con los hallazgos citologicos en el frotis de sangre periférica que en conjunto
permite diferenciar neoplasia mieloproliferativa, condiciones reactivas o ausencia de
neoplasia. Es relevante aclarar que la capacidad de hacer una diferenciacion desde
el laboratorio permite que los pacientes reciban evaluaciones de diagndstico y
tratamientos adecuados rapidamente.

La revision de las tendencias en los datos hematolégicos nos permite ver los
cambios constantes de los TMPC EI hemograma en las neoplasias
mieloproliferativas Neutrofilia, basofilia y trombocitosis excepto en la trombocitemia
esencial, donde por definicién la proliferacién se limita al linaje megacariocitico
(plaquetas). La eritrocitosis se ve solo en la policitemia vera pero la enfermedad
puede estar presente durante meses o afios antes de que la proliferacion de
eritrocitos sea evidente y en una proporcion de pacientes puede ser transitoria o de
un grado medio; la anisocitosis refleja la hematopoyesis extra medular al igual que
los eritroblastos.
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Las caracteristicas morfologicas en el frotis de sangre periférica relevantes para el
diagnéstico de los TMPC incluyen: neutréfilos con grados variables de
hipersegmentacion nuclear, agranulares (excepto en la mielofibrosis primaria),
desviacion a la izquierda en diferente grado y en algunos casos blastos circulantes,
apoya en la definicibn de patrén morfolégico la presencia de plaquetas
hipogranulares, grandes o gigantes; estas generalmente no se observan en la
trombocitosis reactiva, los hematies con forma de lagrima (dacriocitos) tipicamente
observados en la mielofibrosis primaria pero es importante comprender que la
fibrosis es también la etapa final comun hacia la policitemia vera y en la leucemia
mieloide cronica.

En las Ultimas etapas de la enfermedad, la mielofibrosis primaria y la policitemia
vera presentan micro megacariocitos como respuesta a la hematopoyesis
extramedular, presencia de basofilia y monocitosis que inicialmente no muestran
alteracién morfolégica hasta las Ultimas etapas de la enfermedad y la reaccién
leucoeritroblastica que refleja la hematopoyesis extra medular.

En las primeras etapas de la enfermedad se puede observar neutrofilos isplasicos.
Esta caracteristica cuestiona si se estd frente a un SMPC o neoplasia
mieloproliferativa mielodisplasica mixta. Al mismo tiempo, las caracteristicas
displasicas que se desarrollan en pacientes que han tenido SMPC por largo tiempo
probablemente sefialan la evolucion de la enfermedad hacia una fase
mielodisplasica y probablemente evolucionara hacia la leucemia mieloide aguda.

La integracion de datos del hemograma, la representacion grafica y el analisis de
los datos hematoldgicos acumulados del paciente ayuda a evidenciar el cambio de
los parametros con el tiempo en relacion el uno al otro, los datos numéricos ayudan
a desarrollar reglas delta que incorporan la magnitud de los cambios que ocurren
en los parametros hematoldgicos durante la evolucién de la neoplasia y diferentes
intervalos de tiempo.

Las observaciones citoldégicas permiten establecer, determinar y reconocer los
patrones morfolégicos, los cuales facilitan la capacidad de distinguir la neoplasia
mieloproliferativa de condiciones reactivas, ubicar al paciente en la categoria
correcta: infeccion, inflamacién, neoplasia mieloproliferativa, respuesta iatrogénica
u otras situaciones de enfermedad; en tiempo real lo que permite mejorar los
resultados, evitar complicaciones y disminuir el costo del cuidado del paciente.

El conteo de basdfilos en la deteccion de las primeras etapas de la neoplasia
mieloproliferativa es importante. Los intervalos de referencia de basdfilos varian
significativamente entre laboratorios; incluyendo los limites entre 0-150, 0-183 o O-
200 / mma3. Para fines de la deteccion de la neoplasia mieloproliferativa se maneja
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un valor mayor o igual a 0.1/mm3 o a 2% en el diferencial automatizado de
leucocitos son valores de corte Utiles.

La leucemia mieloide crénica es la mas frecuente de los SMPC y presenta una
evolucion en tres fases sucesivas: fase cronica, fase acelerada y crisis blastica las
alteraciones analiticas encontradas son:

e Fase Crébnica: en sangre periférica leucocitosis >100 x 109 /L, precursores
mieloides en todos los estadios de maduracién (desviacién a la izquierda),
monocitosis absoluta, basofilia, trombocitosis, anemia variable, disminucion de
la fosfatasa alcalina granulocitaria (FAG), aumento de los parametros de
proliferacion celular (LDH, acido urico, vitaB12).

e Fase Acelerada criterios de OMS: blastos 10-19% en sangre periférica (s.p) o
médula ésea (m.o), basdfilos en s.p.= 20%, trombocitopenia (< 100 x109/L) no
relacionada con el tratamiento o trombocitosis (> 1.000 x109/L) resistente al
mismo; leucocitosis progresivas y refractarias.

e Crisis blastica uno o mas de los siguientes criterios (OMS): blastos. = 20% en
S.p 0 en m.o., proliferacién extramedular de blastos (bazo, ganglios, SNC, piel).
El 75% de las crisis son de estirpe mieloide (neutrofilica, basofilica,
megacarioblastica, eritroide, monocitica o panmielosis); 20% son de estirpe
linfoide y en ocasiones bilineales.

Se evidencia en la evolucién patoldgica de la LMC gue no necesariamente puede
haber un incremento de leucocitos, sin embargo, el conteo absoluto de blastos
puede incrementarse, direccionando la transformacion a una fase acelerada o una
crisis (fase blastica) de la LMC.

Causas probables de trombocitosis en pacientes adultos: la trombocitosis con
caracteristicas de trastorno mieloproliferativo, incluyen trombocitosis progresiva
persistente, el diferencial incluye la trombocitemia esencial, mielofibrosis primaria
pre fibrética o rara vez pre policitemia, policitemia vera, de la misma manera es
infrecuente que se presente una trombocitosis marcada con conteos de plaquetas
superiores a un millon en la LMC, algo parecido a la trombocitemia esencial. Un
paciente con trombocitosis progresiva persistente tiene una neoplasia
mieloproliferativa hasta que se demuestre lo contrario.

Cuando la duracion es relativamente corta (medida en meses) se deben incluir
etiologias alternativas en el diagnostico diferencial. La presencia de anormalidades
hematolégicas adicionales indicativas del patron mieloproliferativo aumentara la
probabilidad que se trate de neoplasias mieloproliferativas. El discriminador
individual més util, en la gran mayoria de los casos, sera el rasgo morfoldgico de las
plaguetas, grandes o hipo granulares, de un tamafio aproximado de un tercio del
diametro de un eritrocito.
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El diagnéstico diferencial con la reaccion leucemoide: leucocitosis (30-100.000/ul)
neutrofilia, diferente grado de desviacion a la izquierda, no basofilia, indice FAG
normal.

La leucemia mielomonocitica cronica pertenece a un grupo muy heterogéneo de
neoplasias mieloides. Clasificada por la OMS en 2008 como un trastorno
mielodisplasico mieloproliferativo mixto. En etapa temprana, esta neoplasia, puede
ser identificada con bastante seguridad debido a que presenta monocitosis
persistente >1.000 x109/L que evoluciona a ritmos muy variables sin cancer o
infeccion. No hay criterios reproducibles para la fase acelerada; por lo tanto el
laboratorio juega un rol importante en la prediccion de los cambios significativos
clinicos en la progresion de la enfermedad, incluyendo la posibilidad a una
transformacion en leucemia mielomonocitica aguda, basado en la evaluacion del
tiempo en que se duplica la monocitosis y la evaluacion de los rasgos morfoldgicos
gue muestran los monocitos (monocitos inmaduros, promonocitos, lobulacién
nuclear anormal, menos lobulaciones), segmentacion nuclear, cromatina mas fina 'y
uno o mas nucléolos pequefios. En muchos casos, a medida que el conteo absoluto
de monocitos aumenta, los porcentajes relativos de estas células y la anormalidad
morfologica e inmadurez también lo hacen. Estos cambios se asocian con cambios
en otros parametros hematoldgicos que sefialan la progresién de la enfermedad.

Criterios para distinguir la leucemia mielomonocitica crénica de la leucemia
mieloide crénica: no son dependientes del porcentaje, valor absoluto de monocitos
o la proporcion de monocitos a neutréfilos y precursores, es util y su relacion
temporal con el desarrollo de otras anormalidades hematolégicas, mas las
caracteristicas morfolégicas de los monocitos y neutrofilos aportaran a diferenciar
los casos.

Si hay una monocitosis progresiva persistente que se desarrolle antes que aumente
el conteo absoluto de neutréfilos no es probable que se trate de una LMC. La
ausencia de basofilia 0 un aumento minimo en los basofilos favorece a la leucemia
mielomonocitica cronica.

Las caracteristicas que diferencian la leucemia mieloide crénica negativa para (Cr
Phi +) o0 t(9;22) que da lugar al gen de fusion BCR-ABL de la leucemia mieloide
cronica clasica son: aumento del volumen corpuscular medio (VCM), anemia,
normoblastos y trombocitopenia, un conteo normal de neutrofilos con caracteristicas
displasicas (nucleos pelgueroides e hipogranulares ), ausencia de basofilia, las
plaguetas no muestran caracteristicas morfoldgicas atipicas; en la evolucion de la
enfermedad se presenta desviacion a la izquierda y la presencia de uno a dos por
ciento de blastos con caracteristicas displasicas moderadas. Este no es el patron
de la leucemia mieloide crénica para (Cr Phi +), la macrocitosis 0 anemias
macrociticas inexplicable es un factor de riesgo importante para todo tipo de
neoplasia mieloide; incluyendo leucemia mieloide aguda.
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Trombocitemia esencial (TE)

Obedece a la expansion de la linea megacariocitica, caracterizado por trombocitosis
progresiva persistente con cifra de plaquetas > a 1 millon/[IL; se convierte en un
diagnéstico de exclusion.

Los pacientes pueden ser asintomaticos o presentar cuadro clinico caracterizado
por la tendencia a las hemorragias y a fendmenos trombéticos.

El FSP muestra trombocitosis, plaquetas morfolégicamente normales, ausencia de
plaguetas distrombopoyeticas, no se evidencian alteraciones en las otras lineas
celulares, si se presenta anemia es normocitica, ocasionalmente normoblastos,
leucocitosis con algunos elementos inmaduros. En la evolucion de la patologia se
observardn plaquetas anormales grandes o hipo granulares, las alteraciones
bioguimicas aumento de la LDH, vitaB12, hiperpotasemia, hiperuricemia.

Es importante diferenciar la TE de las trombocitosis secundarias o reactivas
asociadas a otras patologias: las plaquetas se presentan como reactante celular de
fase aguda en procesos inflamatorios agudos o crénicos, sangrados agudos, déficit
de hierro, procesos infecciosos, actividad fisica intensa, tratamiento con esteroides,
pacientes esplenectomizados, recuperacién post quimioterapia y asociadas a
estreés.

Mielofibrosis primaria (MI)

Sindrome mieloproliferativo caracterizado fibrosis medular, hematopoyesis
extramedular (metaplasia mieloide) causado por el aumento del factor estimulante
de los fibroblastos, que se produce en los megacariocitos.

La mielofibrosis primaria en las etapas temprana, media o tardia es facil de
identificar basandose en el patron de la sangre periférica. Un aumento del ancho de
distribucion eritrocitaria en el hemograma, la anisocitosis es una caracteristica clave
de la mielofibrosis primaria y otros tipos de neoplasia mieloide con médulas
fibroticas.

En el FSP se evidencian hematies en lagrima (dacriocitos), un niumero reducido de
eritroblastos circulantes, anemia normocitica-normocrémica de intensidad leve-
moderada, leucocitosis leve (< 20.000/(11) con elementos inmaduros circulantes y
pueden observarse células blaticas en escaso porcentaje con signos de
disgranulopoyesis (pseudo-Pelger, disgranularidad, hiposegmentacion) , basofilia
progresiva y persistente ausentes en las etapas tempranas de la enfermedad, el
conteo de plaquetas aumentado de forma ligera-moderada, microcitosis que avanza
lentamente debido a la hemorragia relacionada con un defecto de plaquetas que se
ha caracterizado como una forma adquirida de la enfermedad de Von Willebrand,
algunos pacientes muestra pancitopenia al diagndstico.
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Hay pacientes con la llamada mielofibrosis primaria pre fibrética que se parece a la
trombocitemia esencial al momento de su presentacion clinica, estos pacientes
desarrollan alteraciones hematol6gicas adicionales indicando que hay, mielofibrosis
primaria o un tipo de neoplasia mieloproliferativa no clasificada. Una vez que se ha
establecido el diagnéstico de neoplasia mieloproliferativa, el papel del laboratorio es
alertar los cambios clinicamente relacionados con el diagndstico o prondstico del
paciente; la razén de esto es que la (MI) tiene mayor morbimortalidad en
comparacion con la TE, esto esta relacionado con una mayor incidencia de falla
medular terminal y con la transformacion a leucemia mieloide aguda.

Policitemia vera (PV)

Policitemia rubra vera o enfermedad de Vasquez-Osler, SMPC con proliferacion
celular trilineal de las células hematopoyéticos, predomina la proliferacion de
precursores eritroides; muestra curso evolutivo tipico en dos fases consecutivas
llamadas policitemia y postpolicitemia.

El enfoque diagnostico esta basado en la determinacion de los niveles séricos de
eritropoyetina (EPO) y en la determinacién de la mutacion del gen de la tirosin-
kinasa JAK (V617F). Dicha mutacion parece sensibilizar a los precursores eritroides
a la accion de la EPO.

Los hallazgos de laboratorio: constante incremento de hematies circulantes
fenotipicamente normales, hematies > 5,5 millones/ml, aumento de la masa
eritrocitaria >36 ml / kg en varones y > 32 ml / kg en mujeres, Hb > 18.5 g/dl en
varones y > 16.5 g/dl en mujeres, Hto > 70% en varones y > 62% en mujeres. suele
observarse una expansion en menor frecuencia panmielosis (leucocitosis, basofilia
y trombocitosis). Su evolucion tipica o clasica puede expresarse en 2 fases: fase
policitemia y fase de fibrosis post-policitemia.

La presencia de algunos cambios clinicos y de laboratorio que sugieren la
posibilidad de una transformacion a mielofibrosis (MF) son: la presencia de
precursores mieloides inmaduros, dacriocitos en sangre periférica, disminucion de
la Hb no relacionada al tratamiento, microcitosis por déficit de Fe, disminucion de
las plaquetas, aumento de LDH.

Leucemia neutrofilica crénica

Es una SMPC infrecuente que presenta una reaccion leucemoide y caracterizada
por leucocitosis (>25.0001), aumento de los neutroéfilos en sangre periférica (aunque
raramente es posible la aparicion de granulocitos inmaduros < de 5% de mielocitos
0 metamielocitos), negativo para blastos y en algunos casos normoblastos; puede
desarrollarse trombocitopenia por hiperesplenismo.
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Dentro de los hallazgos de laboratorio se presenta aumento de la vitamina B12,
acido urico y fosfatasas alcalinas leucocitarias. El diagndstico diferencial debe
hacerse con las leucocitosis reactivas (cuadros infecciosos, inflamatorios o
neoplasicos).

Leucemia eosinofilica cronica/ Sindrome hipereosinofilico (LEC - SHE)
Sindrome hipereosinofilico primario resultado de la proliferacién clonal incontrolada
de los precursores de los eosindfilos en médula ésea y en otros tejidos.

Criterios diagnésticos:

Hemograma de sangre periférica: eosinofilia, definida segun el nimero absoluto de
eosindéfilos como: leve 500-1500/ul; moderada 1500-5000/ul, grave >5000/ul,
anemia (~50 %), trombocitopenia (~30 %) o trombocitosis (~15 %), monocitosis y
leucocitosis moderada, dosificacion de IgE dentro del intervalo biol6gico de
referencia, un porcentaje de blastos >2 % en sangre periférica 0 >5 % en médula
osea.

El sindrome hipereosinofilico secundario o eosinofilia reactiva de origen: alérgico,
toxico, enfermedades inflamatorias crénicas, infeccién por protozoos, reacciones
farmacoldgicas, enfermedad injerto contra huésped, linfoma de Hodgkin, linfomas
de células T, histiocitosis de células de Langerhans, mastocitosis sistémica, tumores
solidos, aspergilosis enfermedades sistémicas de tejido conectivo (poliangitis
granulomatosa eosinofilica y otras vasculitis sistémicas, fascitis eosinofilica).
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Andlisis molecular escalonado para la detecciéon de variantes patogénicas en
Hemofilia A en Colombia.

Luz Karime Yunis,* Adriana Linares Ballesteros,t$tEdgar Cabrera, £ Juan J.
Yunis* g

Médicos: *Grupo de Patologia Molecular, Universidad Nacional de Colombia. £Grupo de Onco-
Hematologia pediatrica, Fundacién Hospital de la Misericordia. $Departamento de Pediatria,

Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, *Programa de Hemofilia, Clinica Infantil
Colsubsidio. ¢ Departamento de Patologia, Facultad de Medicina e Instituto de Genética,
Universidad Nacional de Colombia. Bogota.

La hemofilia A (HA) es el trastorno hemorragico mas comdn con una incidencia
global de 1 de cada 5.000 varones nacidos vivos. Es un trastorno recesivo ligado al
cromosoma X. En todo el mundo, hay aproximadamente 172.000 personas que
padecen la afeccion y de éstos, el 60% tienen la forma grave de la enfermedad (nivel
plasméatico de actividad de FVIII por debajo del 1%), seguido de los casos leves
(25%, la actividad de FVIII entre 5-30%) y los casos moderados (15%, la actividad
de FVIII entre 1-5%).

Diferentes tipos de variaciones gendmicas son responsables de los diferentes
fenotipos de HA. En general, las variaciones con cambio de sentido son
responsables de cerca del 50% de todos los casos de HA. Sin embargo, las
inversiones Intron 22 y el intrén 1 inversiones (Inv22 y INV1) representan las
alteraciones moleculares mas frecuentes en los pacientes con HA severa con una
frecuencia de 45 a 50% y 0,5 a 5%, respectivamente. Los individuos con inversiones
del intrén 1, del intrén 22, deleciones y mutaciones sin sentido, por lo general tienen
la forma severa de la enfermedad y un mayor riesgo de desarrollo de inhibidores
durante el tratamiento. En los dltimos afos, el analisis de fusion de alta resolucion
(HRM) se ha utilizado para detectar segmentos gendémicos para detectar regiones
gue puedan albergar variaciones de nucleétidos en diferentes enfermedades,
incluyendo HA.

En Colombia hasta el momento, no hay servicios de diagndstico molecular de HA.
En este trabajo, hemos utilizado un enfoque sistematico para caracterizar las
variaciones de la hemofilia A en una cohorte de pacientes de Bogota, Colombia. En
primer lugar, las Inv22 y Invl se determinaron mediante Inverse shifting-PCR (IS-
PCR). Las muestras negativas para Inv22 y Invl, fueron amplificados para los 26
exones del gen F8 distribuidos en 52 reacciones de PCR, seguido de secuenciacion
Sanger. Se utilizé el analisis de microarrays en casos seleccionados para
caracterizar mejor grandes deleciones detectadas en algunos casos. Un total de 37
pacientes varones con HA (30 severos, 5 moderados y 2 leves) fueron analizados
por Inverse shifting-PCR para analizar las inversiones Inv22 y Invl, seguido por
analisis HRM y secuenciacion Sanger y el analisis de microarrays. Entre los
pacientes de HA severa, la Inv22 fue identificada en 15/30 pacientes varones (50%),
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3/30 (10%) tenian Invl, 3/30 (10%) tenian una gran variacion estructural, y 5/30
(17%) tuvieron variaciones, ya sea de un solo nucle6tido o pequefias variaciones
frameshift. No se detectd la variacion genética patogénica en 4 / 30 pacientes
severos (13%). Entre los pacientes moderados, uno tenia INV22 (20%) y los
restantes tenian variaciones de nucledtido Unico. Dos pacientes leves también
tenian variaciones de cambio de sentido. Con este enfoque sistematico, hemos sido
capaces de detectar variantes patdogenas en 33/37 varones afectos analizadas
(89,2%) por primera vez en una cohorte de pacientes de Colombia.

Nuevos marcadores de riesgo trombaético: nucleosomas circulantes y NETs
(Neutrophil Extracellular Traps)

Viviana Marcela Rodriguez Pardo

Bacteridloga, MSc. PhD. Laboratorio de Hematologia. Departamento de Microbiologia, Facultad de
Ciencias. Pontificia Universidad Javeriana. Bogota.

Durante procesos infecciosos e inflamatorios la activacion de los neutrofilos
conduce a la formaciéon y liberacion de estructuras denominadas “trampas
extracelulares” (Neutrophil Extracellular Traps 6 NETS), las cuales participan en la
retencion de agentes infecciosos y promueven su fagocitosis mediante un
mecanismo denominado NETosis (1, 2). Sin embargo, la generacién de NETs
también se asocia a enfermedades de origen no infeccioso como preeclampsia (3)
0, vasculitis (4) y lupus eritemaso sistémico (5) donde participan en la induccion de
la formacién de anticuerpos anti-ADN exacerbando la presentacién clinica en la
enfermedad autoinmune. Los NETs estan conformados por nucleosomas, &cidos
nucleicos y proteinas nucleares que participan en la activacion de los factores de
coagulacion XIl, Xl'y VIl (6); asi como en la generacién del fenotipo procoagulante
en las plaquetas (7) e incremento en la sintesis del Factor von Willebran de origen
endotelial; promoviendo la generaciobn de trombina, activacion plaquetaria y
aceleracion en la formacion de trombos en la microcirculacion.

Diferentes modelos animales han demostrado la participacion de NETs en trombosis
arterial y trombosis venosa profunda (6, 8), asi como trombosis asociada a
cancer(9). Adicionalmente, estudios en humanos han demostrado correlacion entre
los niveles circulantes de nucleosomas y ADN con el estado clinico de pacientes
con microangiopatias tromboticas(10) y trombosis venosa profunda(11); por tal
razon los NETs estan empezando a ser considerados como nuevos marcadores de
riesgo trombatico.
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Estado actual de las Rickettsias en Colombia. Armando un rompecabezas
Marylin Hidalgo Diaz
Bacteriologa y Laboratorista Clinica. MSc, PhD. Pontificia Universidad Javeriana

Las rickettsiosis son entidades clinicas de caracter zoonético causadas por
bacterias pertenecientes al género Rickettsia, las cuales son transmitidas por
artropodos hematéfagos como garrapatas, pulgas, piojos y acaros (1). Con base en
analisis filogenéticos, este género bacteriano se divide en cuatro grupos: el grupo
de las fiebres manchadas (R. rickettsii, R. sibirica, R. conorii, R. parkeri, entre otras),
grupo del tifus (R. typhi y R. prowazekii), grupo transicional (R. akari, R. australis y
R. felis) y el grupo ancestral (R. canadienses y R. bellii)?2. Actualmente, se han
identificado aproximadamente 25 especies pertenecientes al género Rickettsia, las
cuales tienen una distribucion mundial y su ecologia esta determinada por factores
ambientales y la presencia de vectores especificos que influyen en el
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establecimiento y la epidemiologia de determinadas rickettsiosis en diferentes
regiones del mundo. En el ciclo de vida de estos microorganismos los artropodos y
pequeifios mamiferos suelen ser utilizados como reservorios y hospederos
amplificadores, siendo el humano un huésped accidental (1,3).

Las rickettsiosis son un conjunto de patologias que se caracterizan por la presencia
de fiebres exantematicas donde la mas letal es la fiebre manchada de las montafias
rocosas 0 RMSF (por Rocky Mountain Spotted Fever) cuyo agente etiolégico es R.
rickettsii, en esta infeccion se ven afectadas personas inmunocompetentes de
cualquier edad. Las caracteristicas clinicas mas graves se observan cuando se ven
comprometidos el cerebro, los pulmones, los rifiones y el higado, por ejemplo,
edema pulmonar no cardiogénico, cambios neuronales focales, convulsiones, entre
otros (4,5). Sin embargo, cabe destacar que existen otras rickettsiosis como el tifus
endémico y epidémico causado por R. typhi y R. prowazekii respectivamente, la
fiebre manchada transmitida por pulgas causada por R. felis y el rickettsialpox
causado por R. akari (2,3).

En el andlisis patolégico se observa vasculitis de vasos pequefios, como
consecuencia de la infeccidon directa de las células endoteliales, y la respuesta
inmune manifestada como un infiltrado linfohistiocitario perivascular. La infeccién se
inicia en la zona de inoculacién y posteriormente se extiende de célula a célula y
por la circulacion venosa, lo que finalmente produce cientos de focos de vasculitis
multisistémica (6). Dependiendo del tipo de rickettsia, se pueden producir
neumonitis intersticial, lesiones vasculiticas cutaneas (exantema clasico),
meningitis, afeccidén hepatica, renal y gastrointestinal. En términos de patogénesis,
una de las principales consecuencias del dafio endotelial es el aumento de la
permeabilidad capilar, lo cual lleva a edema, hipotension, choque e
hipoalbuminemia. También es relativamente frecuente el consumo de plaquetas,
gue genera trombocitopenia (6,7).

Grupo de las fiebres manchadas en Colombia

En 1935 se reportd en la localidad de Tobia, entonces municipio de Villeta, en
Cundinamarca, un brote de una enfermedad febril, con una tasa de ataque del 20%
y una relacion de caso-fatalidad superior al 90%. De acuerdo con los hallazgos
clinicos, el comportamiento en animales de experimentacion y el aislamiento de la
bacteria, se determiné que era una enfermedad similar a la fiebre manchada de las
Montafias Rocosas de Norteamérica, y se denomino fiebre de Tobia (8). Entre 1940
y 1941 el Dr Patifio-Camargo tuvo la oportunidad de revisar dos nuevos casos
compatibles con la rickettsiosis exantematica, provenientes de areas cercanas a
Tobia. Ambos pacientes murieron y su sangre fue usada para inocular cobayos, los
cuales presentaron una reaccion caracteristica, que incluye orquitis y fiebre al 5 dia
post-inoculacion. Los aislamientos obtenidos de estos animales eran compatibles
con rickettsias y fueron mantenidos por pases continuos en animales, un trabajo
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realizado en conjunto con el Laboratorio de Montafias Rocosas, Hamilton Montana
en USA.

Infortunadamente, después de este reporte, las rickettsiosis no han sido estudiadas
en Colombia, aunque en los libros de trabajo que reposan en el Instituto Nacional
de Salud se encuentra reportado otro brote de rickettsiosis en la zona del valle de
Surata, Santander. Este caso fue descrito en 1946 por Carlos Sanmartin. En 2002,
Miranda y colaboradores reportaron una seroprevalencia de 49% contra rickettsias
del grupo de las fiebres manchadas, en una localidad de Cdérdoba. El reporte
claramente indica que los trabajadores del campo de esta zona estan expuestos a
las rickettsias (29% de las muestras tenian reactividades de ++/+++ y +++/+++) (9).
En el 2005, se inform6é de dos casos fatales ocasionados por R. rickettsii en
pacientes que provenian de una localidad cercana (Villeta) a donde se reporto el
primer caso de la fiebre de Tobia en 1935 (10) y en los afios 2006, 2007 y 2008 se
presentaron tres brotes ocasionados por este microorganismo, en diferentes
localidades de Colombia particularmente en el Urab& Antioquefio, que incluyen los
municipios de Necocli, Los Cordobas y Alto de Mulatos (11-13).

En el 2017 fue publicado el reporte de la seroprevalencia 40.3% de anticuerpos
contra Rickettsia en la poblacion rural de Villeta, uno de los datos mas altos
reportados en la literatura (14). Continuando con el area de Villeta se describe por
primera vez en esta region seroprevalencia en animales domeésticos, incluyendo
caninos y equinos. Estos datos obtenidos tanto en humanos como animales nos
indican la circulacién de especies de Rickettsias en la zona (15). Para el 2015 se
reporta el aislamiento de Rickettsia rickettsii en el vector Amblyomma patinoi y se
realiza la descripcion de especies de rickettsias en Amblyomma cajennense (16-
17). Se han realizado estudios de caracterizacion de paisaje incluyendo variables
climaticas de la zona tratando de entender y unir estas caracteristicas ecologicas
con la presentacién de casos clinicos.

Por otro lado en la zona del Uraba Antioquefio, que como se mencion previamente
se presentaron brotes ocasionados por Rickettsia rickettsii, se han realizado
estudios de seroprevalencia, en Necocli, con un porcentahe de 44.1% (18), se ha
reportado la amplificacion del gen gltA de Rickettsia del higado de roedores la cual
mostré una similaridad del 98.7% con R. prowazekii y en larvas de Amblyomma sp
con una similaridad mayor al 99% para R. tamurae. En esta zona se ha demostrado
la infeccion de Amblyomma ovale por Rickettsia sp cepa Atlantic rainforest Colombia
(29).

De la misma forma, se han descrito casos similares de fiebre manchada de las
Montafias Rocosas en diversas partes de todo el planeta, y cada vez son mas los
paises latinoamericanos que reportan casos humanos de rickettsiosis, sugiriendo
gue se trata de una enfermedad que no ha sido tenida en cuenta en el diagndstico
diferencial de las enfermedades febriles en nuestras comunidades (20).
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Rickettsias del grupo de tifo: tifo murino y epidémico

El tifo murino puede ocurrir como una entidad epidémica o con una alta prevalencia
en ciertas regiones geograficas (21). La enfermedad puede ser grave, aunque la
mortalidad es inferior al 2%. La asociacion de esta infeccidn con pulgas de ratas y
de gatos esta muy bien establecida. Sin embargo, el tifo murino puede ocurrir en
lugares donde estas pulgas no se encuentran; es asi que el ciclo clasico rata-pulga-
rata ha sido reemplazado por animales peri-domésticos y sus pulgas (3-4).

El tifo epidémico o tifo transmitido por el piojo del cuerpo (Pediculus humanus
corporis) ocurre casi siempre en epidemias explosivas que afectan una gran
proporcion de la poblacion susceptible. Las epidemias se encuentran asociadas con
condiciones de pobreza, guerra, hacinamiento y mala higiene personal, puesto que
favorecen la persistencia del piojo del cuerpo humano (3).

Grupo del tifo murino en Colombia

Desde 1918 a 1922 el Dr Patifio —Camargo llevo a cabo una descripcion de 67 casos
clinicos compatibles con enfermedad tifoidea en Bogot4, en donde se pudo
identificar el “virus” en el modelo animal a partir de sangre de pacientes compatibles
clinicamente con tifo y a partir de piojos de estos pacientes. Para 1940y 1941 el Dr
Patino Camargo fue el encargado de confirmar casos de tifo por medio de pruebas
serologica y por inoculacion en cobayos (21).

En la actualidad, en Colombia todos los casos de tifus murino se han reportado en
Caldas; el nimero de casos en este departamento, supera ampliamente los datos
descritos en la literatura internacional; desde el afio 1992, en este departamento, se
han notificado 100 casos 0 mas por afio. Un estudio previo realizado en el 2006 por
Hidalgo y Col, indic6 la presencia de la enfermedad en el Norte del Departamento
de Caldas (22). Para el 2013 se realiz6 un estudio en 7 municipios del norte del
departamento para conocer la seroprevalencia contra Ryckettsia typhi y Rickettsia
felis un nuevo agente, sospechoso de causar la fiebre transmitida por la puga del
gato, se reportd entonces una seroprevalencia del 25.2% para R. typhi y del 17.8%
para R. felis. También es este articulo se muestra la presentacion de 9 casos
confirmados por seroconversion en muestras pareadas (Dos casos de tifo murino,
un caso de infeccion por R. felis, un caso como rickettsiosis trasmitida por pulga y
cinco casos como Rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas) (23). Es esta
misma region fueron capturadas especies de pulgas como son Ctenocephalides
felis, C. canis y Pulex irritans en las cuales encontramos una tasa de infeccion con
R.felis del 5,3%, 9,2% y 10% respectivamente (24).

En la actualidad los estudios en Caldas se han ampliado a todo el departamento

para tener un panorama mas completo incluyendo estudio de Rickettsiosis del grupo
de las fiebres manchadas y variables ambientales y ecologicas.
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Los dltimos estudios realizados en Colombia, tanto en rickettsias del grupo de las
fiebres manchadas como del grupo de tifo han logrado establecer una linea de base
marcando el camino a seguir, lo que implica que los estudios posteriores sean todo
un reto debido a la complejidad de las enfermedades y al hecho de que estas aun
no sean parte de los enfermedades prioritarias en Salud Pudblica en nuestro pais.
Los estudios posteriores deberan estar enmarcados en conceptos de una salud y
en el concepto de la interdisciplinariedad para que los profesionales de diferentes
areas puedan aportar al entendimiento de las rickettsiosis en Colombia.
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Helicobacter pylori: un ejemplo de medicina traslacional en
Gastroenterologia

Alba Alicia Trespalacios

Bacteridloga y Laboratorista Clinica. MSc, PhD. Directora de Posgrados. Facultad de Ciencias.
Pontificia Universidad Javeriana. Bogota.

La medicina traslacional consiste en aplicar los descubrimientos generados durante
la investigacién en el laboratorio o estudios preclinicos para mejorar el manejo,
diagnéstico o prevencion de una enfermedad; es asi como el conocimiento adquirido
en la investigacion basica tiene efecto en la practica clinica. Por ello la integracion
y didlogo entre estos saberes y la apropiada aplicacion de estos conocimientos en
el cuidado de los pacientes (1). La medicina traslacional es una continuidad de la
medicina basada en la evidencia, con la aplicacién integrada de la gendmica,
proteomica, farmacologia, biomarcadores y tecnologias clinicas que amplian el
conocimiento fisiopatolégico de las enfermedades humanas. El concepto de
medicina traslacional parece ser un objetivo claro de definir, pero dificil de conseguir
(2). Conceptualmente se regresa a la medicina antigua donde todo se basaba en la
evidencia experimental, el médico estudiaba al paciente, a su enfermedad,
recetaba, disefiaba tratamientos adecuados para su paciente en base a sus
estudios y practicas (3). Sin embargo, a pesar de lo pertinente de este concepto, el
desarrollo de la medicina traslacional en paises en via de desarrollo no ha sido facil
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de implementar, particularmente debido a que algunos sectores se resisten a la idea
por su alto costo y por el temor de redirigir recursos econémicos escasos a estas
nuevas disciplinas, es asi como la investigacion traslacional requiere de hospitales
con recursos suficientes, donde se concentren pacientes, datos, infraestructura y
tecnologia, para que los investigadores realicen ensayos clinicos en colaboracion
con grupos interdisciplinarios cooperativos (4); esto conlleva a repesar la educacién
de carreras de la salud en donde se incorpore la medicina traslacional en los niveles
de formacion de pregrado como de posgrado y asi dar cuenta de las nuevas
necesidades que el sector requiere. En concordancia con estas necesidades se
percibe también la necesidad de ir més alla de las asignaturas tradicionales e
incorporar en los curriculos tematicas como la gendmica, protedmica,
metabolémica, medicina regenerativa, terapia génica, farmacogenética,
nanotecnologia y bioinformatica entre otras (5, 6). Con ello se podra crear una masa
critica de clinicos con capacidad de interactuar con investigadores del area basica
y que en equipo sean capaces de resolver preguntas pertinentes que contribuyan al
avance de la ciencia y la salud con el fin Unico de beneficiar a pacientes y la
poblacion en general (7). Una de las consecuencias mas importantes a la que dara
paso la aplicacién de la ciencia basica a la clinica es el desarrollo de la medicina
personalizada.

En el caso de enfermedades infecciosas, la medicina personalizada viene entrando
cada vez mas en uso y particularmente util en el manejo de infecciones causadas
por microorganismos multiresistentes en donde la seleccién de tratamientos
exitosos en la erradicacion de la infeccion son un actual reto para bacteriélogos
como clinicos. En gastroenterologia; el descubrimiento de H. pylori ha cambiado
completamente el manejo de las enfermedades gastroduodenales (8). El
tratamiento de la infeccion consiste basicamente en la erradicacion de la bacteria,
en donde los regimenes de erradicacion mas utilizados consideran la combinacion
de un inhibidor de la bomba de protones (IBP) y dos antimicrobianos entre los cuales
los mas usados actualmente son amoxicilina, claritromicina o metronidazol, sin
embargo; debido a la resistencia de H. pylori a metronidazol y claritromicina,
muchos pacientes que reciben tratamiento con terapias triples fallan en erradicar la
infeccidbn en un 20 — 30 %. La seleccién de la terapia antimicrobiana en las
enfermedades infecciosas se fundamenta en los resultados de pruebas de
susceptibilidad; sin embargo el tratamiento de H. pylori difiere de la mayoria de
infecciones comunes porque el cultivo y las pruebas de susceptibilidad no se
realizan; por lo tanto el tratamiento de la infeccion es empirica (9); sin embargo la
resistencia de H. pylori a los antimicrobianos es un factor muy importante en el
manejo de la infeccion y la determinacion de la resistencia antes de seleccionar la
terapia de erradicacion deberia ser mandatorio. En Colombia no se realizan cultivos
ni pruebas para la determinacion de la resistencia, las pruebas convencionales
como el E-test o la dilucion en agar son técnicas costosas, requieren entrenamiento
especial de los profesionales que la realizan y toman alrededor de dos a tres
semanas antes de obtener el resultado, lo que no permite que sean implementadas
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como pruebas de rutina. Recientemente, se ha propuesto que la deteccion de
mutaciones relacionadas con la resistencia de H. pylori a claritromicina y
levofloxacina, pueden ser una buena alternativa para determinar la resistencia de la
bacteria a los antimicrobianos utilizados en las terapias de erradicacién. Es asi como
en la linea de investigacion “Caracterizacion molecular de H pylori, del Grupo de
Enfermedades Infecciosas de la Pontificia Universidad Javeriana” hemos logrado
caracterizar los mecanismos moleculares de resistencia de la bacteria a
antimicrobianos como claritromicina, amoxicilina, levofloxacina, metronidazol,
furazolidona y tetraciclina, generando desarrollos que permiten la deteccion rapida
por técnicas de biologia molecular de las mutaciones relacionadas con resistencia
a los antibidticos y asi ofrecer una estrategia diagnostica rapida que permita al
gastroenterdlogo seleccionar los antibidticos para el tratamiento y exitosa
erradicacion de la infeccion (10, 11). La resistencia bacteriana no es el unico factor
gue debe controlarse para obtener éxito terapéutico; como se indicoé anteriormente
las terapias de erradicacion contienen un IBP (ej. Omeprazol, ezomeprazol) que es
usado para suprimir la secrecion de HCI en el estbmago. Este medicamento es
metabolizado principalmente por el sistema enzimatico citocromo CYP2C19 (7,8).
Que es codificado por un gen polimorfico que determina 4 tipos de metabolizadores
de IBP: ultrarapido, rapido, intermedio y lento; la implicacién clinica de este ultimo
polimorfismo es que al metabolizar “rapidamente” el IBP, las dosis estandar de los
mismos no logran suprimir adecuadamente la secrecion de acido y las terapias de
erradicacion de H.pylori seran menos eficaces aunque el microrganismo sea
sensible a los antibioticos (12, 13). Es por ello la importancia del enfoque en la
medicina personalizada, que permita conocer los perfiles de susceptibilidad de la
bacteria asi como los polimorfismos de CYP2C19 y de esta manera seleccionar la
dosis de IBP que garantice que los antibioticos no se degraden rapidamente en el
estbmago asi como los antibiéticos a los que la bacteria sea susceptible, superando
los errores que se cometen con el uso de las terapias empiricas que en nuestro
medio tan solo logran curar al 70 % de los individuos que los reciben y contratandolo
con las terapias personalizadas que logran erradicar la infeccion en el 98% de los
pacientes, esta es una estrategia que de implementarse podria no sélo erradicar la
infeccidn sino prevenir el desarrollo u avance de las enfermedades asociadas a la
infeccidbn como lo son las Ulceras pépticas, gastritis atréfica, metaplasia y cancer
gastrico. Por lo tanto, en un pais como Colombia en donde el cancer gastrico
constituye la primera causa de muerte por cancer es importante buscar
herramientas diagndsticas que guien a la seleccion del mejor tratamiento y que en
lo posible permitan trasladar los resultados obtenidos en investigacion basica a
clinicos y pacientes.
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Biotecnologia: el aporte desde la Bacteriologia

Ruth Mélida Sanchez Mora

Bacteridloga y Laboratorista Clinica, MSc-PhD. Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Facultad
Ciencias de la Salud. Programa Bacteriologia. Bogota.

La Sociedad espafiola de Biotecnologia define esta ciencia como: “La utilizacion de
organismos vivos o partes de los mismos, para obtener o modificar productos,
mejorar plantas o animales o desarrollar microorganismo para objetivos
especificos”.

El Convenio sobre diversidad bioldgica, Articulo 2.PNUD 1992, la define como “Toda
aplicacion tecnoldgica que utilice sistemas biol6gicos y organismos vivos 0 sus
derivados para la creacion o modificacibn de productos proceso para usos
especificos”.
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Una de las definiciones mas aceptadas es la de la Organizacion para la Cooperacion
y el Desarrollo Econémico, que la subraya como “la aplicacion de la Ciencia y la
ingenieria a la elaboraciéon de materiales por agentes biolégicos, con el fin de
suministrar bienes y servicios”.

Sus inicios proceden de culturas ancestrales, de hace mas de 7000 afios, por
ejemplo, en el uso de levaduras para la elaboracién del pan, y de la cerveza, en la
produccion de alimentos fermentados como el queso, el yogur, y de numerosos
derivados de la soja, también en la seleccién y aprovechamiento de diferentes
variedades de plantas y animales de interés agricola y ganadero, asi como en el
procesamiento de hierbas para uso medicinal. Sin embargo, desde que Pasteur
plante6 el papel de los microorganismos y su importancia para el bienestar del
hombre, el estudio de estos seres microscopicos abrié un campo interesante de
ciencia aplicada que ha evolucionado y hoy en dia fortalece el campo de la
Biotecnologia.

En la actualidad, su base es la ingenieria genética, que se ha desarrollado gracias
a estudios realizados con diversos microorganismos, permitiendo el conocimiento
mas profundo de estos, asi como el uso de sus productos génicos (enzimas,
proteinas, acidos nucleicos) y su actividad metabdlica. De los microorganismos los
mas utilizados son las bacterias, tanto por sus propiedades bioquimicas como por
su diversidad fisiologica y morfoldgica, y por ser de facil crecimiento y cultivo en el
laboratorio, incluso a gran escala en grandes tanques de fermentacién, sin olvidar
gue presentan una gran versatilidad para la utilizacion de muy variados y diversos
sustratos, aspecto este de gran importancia en biotecnologia.

Dada la facilidad con que hoy se realiza la manipulacién genética y la clonacion
molecular, el conocimiento de los genomas de los microorganismos ha permitido
gue estos sean utilizados de manera valiosa, gracias a la comprension de sus
caracteristicas genotipicas y fenotipicas, lo que permite la obtencion de productos
con propiedades de interés para el hombre como la produccion de compuestos de
interés farmacoldgico, inmunoldgico, produccion de bienes agricolas e industriales
entre otros.

Por qué las bacterias?

Se puede asegurar que el gran esfuerzo dedicado en épocas recientes al estudio
de los diferentes aspectos de las bacterias, constituye una de las principales
razones del rapido progreso de la biologia molecular y, como consecuencia, de la
moderna biotecnologia.

Las bacterias presentan una amplia diversidad biolégica, se encuentran

practicamente en todos los habitats de nuestro planeta, y llevan a cabo
transformaciones quimicas que tanto plantas como animales no pueden realizar sin
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su ayuda. Esta es la razon por la que han adquirido protagonismo y papel vital en
las investigaciones biotecnoldgicas.

En los afos cincuenta y sesenta, la bacteria Escherichia coli y sus fagos se
constituyeron en los principales puntos de referencia para encuadrar los fenbmenos
biolégicos a nivel celular y molecular debido al estudio de la estructura del ADN y al
advenimiento de las enzimas de restriccion. Hoy en dia se conoce la secuencia de
la cadena de ADN de un gran namero de bacterias y se sabe que cuentan con
suficiente material genético para codificar secuencias de aminoacidos
correspondientes a unas 3.000 6 4.000 moléculas de proteinas diferentes, siendo
estos conocimientos suficientes para facilitar gran variedad de manipulaciones
genéticas. Los datos sobre el metabolismo bacteriano permiten alterar a voluntad
los mecanismos reguladores, orientandolos a la sintesis de aquellos productos mas
interesantes. La posibilidad de desarrollar mutantes super productores de diferentes
sustancias ha contribuido a su mayor revalorizacién, sobre todo al considerar los
avances logrados en la identificacion de las vias metabdlicas y en el desarrollo de
la ingenieria genética.

Otro aspecto interesante son los plasmidos o elementos genéticos circulares de
ADN bicatenario super enrollado, los cuales se replican autbnomamente en las
bacterias, gracias a estos es posible introducir material genético exégeno en una
célula microbiana y disefiar practicamente a voluntad los pasos metabdlicos que
han de ser alterados para canalizar su metabolismo hacia la produccién de una
determinada sustancia de interés industrial.

Actualmente se estudian los problemas mas complejos vy dificiles del crecimiento y
de la divisién celular utilizando bacterias, muchas de las cuales crecen en un medio
simple y bien definido y se prestan a toda clase de estudios y usos en el laboratorio.
Las levaduras vy los virus, ofrecen también un gran interés dentro de la biologia
molecular y la biotecnologia moderna, sobre todo al actuar como vectores de clonacién en
numerosos experimentos de ingenieria genética.

La Bacteriologia un motor de la Biotecnologia

La importancia del desarrollo de las colecciones de microorganismos, dado el
enorme interés que poseen con fines cientificos e industriales, ha llevado al
surgimiento de &reas de conocimiento como la metagendmica, interactémica,
protedmica entre otros, acompafiadas de un conjunto de técnicas y herramientas de
investigacién que permiten el aislamiento de microorganismos no cultivables a partir
de diferentes ambientes. En la actualidad solo el 1% de los microorganismos que
habitan diferentes ambientes pueden ser estudiados por técnicas convencionales
de microbiologia, quedando alrededor del 99% de estos sin estudiar. Diferentes
técnicas de biologia molecular junto con herramientas de bioinformética se han
desarrollado para realizar los estudios metagendémicos y analizar los datos que
estos generan.
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El uso creciente de los microorganismos para la produccion de sustancias de interés
industrial solo puede tener éxito si se dispone de cultivos fiables y auténticos y por
ello existe una conciencia cada vez mas firme de que las colecciones proporcionan
recursos y servicios que son una decisiva aportacion al desarrollo de la
biotecnologia.

Biotecnologia y Bacteriologia: arcoiris de aplicaciones

La investigacion y la industria hacen cada dia mas uso de la biotecnologia como
herramienta para los bioprocesos. Los multiples usos de la Biotecnologia han
llevado a realizar una clasificaciéon mediante un sistema de colores.

El color rojo, agrupa todos aquellos usos de la biotecnologia relacionados con la
medicina. Algunos ejemplos biotecnoldgicos corresponden al disefio de organismos
para producir antibiéticos en donde las bacterias desempefian un papel muy
importante, el desarrollo de vacunas y nuevos farmacos, los diagndsticos
moleculares, las terapias regenerativas y el desarrollo de la ingenieria genética para
curar enfermedades a través de la terapia génica.

El color verde, agrupa los avances en agricultura, donde se ha empleado el Bacillus
thuringiensis como productor de insecticidas biolégicos en cultivos de plantas
agricolas, arboles y plantas ornamentales. También se ha trabajado en: la obtencién
de plantas y animales transgénicos (Agrobacterium tumefaciens), la creacion de
nuevas variedades de plantas de interés agropecuario, el desarrollo de variedades
con mejores propiedades nutricionales y la obtencion de plantas que actien como
biofactorias productoras de sustancias de interés médico, biosanitario o industrial
en cantidades facilmente aislables y purificables.

El color azul, permite el aislamiento de moléculas con actividades enzimaticas Utiles
para diagndstico e investigacién, aumentando los estudios para la explotacion de
los recursos marinos, que ofrecen mayor biodiversidad, con el fin de generar
productos y aplicaciones de interés industrial.

El color gris, va dirigido al medioambiente, busca el mantenimiento de la
biodiversidad por medio del andlisis genético de poblaciones y especies integrantes
de ecosistemas, su comparacion y catalogacion. En este punto, es importante
destacar la biorremediacion, otro aspecto de gran valor dentro de la biotecnologia
gris, comprende los aspectos de biodegradacion y biorreparacion, y se refiere a la
eliminacién, mediante microorganismos, de hidrocarburos, productos toxicos y otros
compuestos contaminantes. También se trabaja en el tratamiento de las aguas
residuales con la intensificacion de actividades microbianas, controladas, de los
procesos naturales de autopurificacion. Algunas bacterias, como la Alcaligenes
eutrophus, producen poliésteres lineales PHA, (polihidroxialcanoatos), por
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fermentacion del azdcar o de lipidos, compuestos que son usados en la industria de
plasticos biodegradables. La obtencion de metales a partir de minerales con
escasos sulfuros metalicos solo es rentable si se aplica el proceso de biolixiviacion,
gue es especialmente utilizado para la obtencion de cobre, la bacteria
Acidithiobacillus ferrooxidans es la mas empleada en este proceso .

El color oro, agrupa la Bioinformatica con sus aplicaciones en nanotecnologia,
microelectronica y sistemas microelectromecéanicos (MEMS); Micro Systems
Technology (MST); Sistemas de nano-electromecanicos (NEMS). Si bien la
bioinforméatica es mas una herramienta que una aplicacion en si misma, la
versatilidad del biotecnologo para emplear las mas modernas técnicas informaticas
en aras de la comprension de los problemas de gran complejidad bioldgica, lo han
convertido en el profesional mas demandado para esta nueva profesion.

El color marrdon, Espacio y Geomicrobiologia, propone estudiar el desierto y el
espacio con el fin de encontrar nuevas moléculas de interés en ecosistemas tan
poco investigados. La terraformacion busca como ajustar las condiciones fisico-
guimicas y geoquimicas a nuestras necesidades. ¢ Y quién mejor que las bacterias
para hacerlo? Es mas, ¢y qué mejor que la biotecnologia para disefiarlas?

Pruebas diagndsticas para confirmar el hiperadrenocorticismo canino

Diana Marcela Salamanca Chaparro

Médica Veterinaria. MSc en Patologia Clinica. Cali.

¢De qué dependera el diagnoéstico?

1) Aumento en la produccién de cortisol

2) Disminucion en la sensibilidad del feedback negativo del eje hipotdlamo —
pituitaria- adrenal.

Se debe tener presente que ninguna de las pruebas que existen actualmente es
100% precisa, ya que todas pueden tener falsos negativos. Por eso es
recomendable realizar mas de una prueba para confirmar o descartar la presencia
de la enfermedad, sobre todo en animales sin signos clinicos clasicos de la
enfermedad. Si un test es negativo pero aun hay sospecha de la enfermedad se le
debe practicar otro test, si nuevamente es negativo debe considerarse que no tiene
la enfermedad.

Ninguno de los Test sanguineos puede predecir el tamafio del tumor de pituitaria,
para esto se requiere pruebas de imagenologia. Si el paciente no presenta signos
clinicos evidentes no debe ser tratado basandose Unicamente en los resultados de
laboratorio.
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Test mas usados:

A) Estimulacién con ACTH

B) Supresion con dexametasona a dosis bajas
C) Cortisol/Creatinina en orina

Estimulacion con ACTH:

Recomendado en pacientes con administracion previa de glucocorticoides (HAC
iatrogénico) y fenobarbital, también se utiliza en animales que tengan otra
enfermedad ya que este es un test mas especifico. Se requiere solo una hora para
su realizacion.

Protocolo:

La ACTH sintética hidrosoluble

1. Medicién basal de cortisol

2. Suministrar via endovenosa o intramuscular 0.25mg
3. Medicion cortisol 1 hora después

Test de supresion con dexametasona a dosis bajas:

Este test tiene una alta sensibilidad, se sugiere cuando el animal no tiene
antecedentes de recibir tratamiento con glucocorticoides y en los que se han
descartado otras enfermedades. Este test en algunos pacientes puede diferenciar
entre un problema primario de adrenales o hipofisario secundario. También esta
indicado si se tiene una alta sospecha de la enfermedad pero el test de estimulacion
con ACTH ha dado normal.

Cortisol/creatinina en Orina

Si esta prueba se combina con la supresién a dosis bajas con dexametasona puede
llegar a diferenciar el tipo de HAC.

Ventajas: Es una prueba segura, facil, altamente sensible y no es costosa.
Desventaja: la baja especificidad.

Protocolo:

e La muestra debe ser recogida en casa (evita el estrés)

e Preferiblemente la primera orina de la mafiana (mitad del chorro)

e La muestra se centrifuga y se utiliza minimo un mL del sobrenadante
Interpretacion: Es una prueba que se utiliza especificamente para descartar la
enfermedad, esto quiere decir que el ratio se encuentra elevado en la gran mayoria
de perros con HAC. Sin embargo puede estar elevado hasta en un 80% en perros
con otras enfermedades. Se recomienda no utilizar s6lo esta prueba como prueba
diagnostica.

Test menos sensibles:

a. Medicidén de fosfatasa alcalina

b. Cortisol basal

c. Test de supresion con dexametasona a dosis altas
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Fosfatasa Alcalina: Es considerado el analito mas sensible de la bioquimica de
rutina. Determinada por la isoenzima de la FA inducida por corticoides. Sin embargo
se ha demostrado que esta no es especifica y puede estar incrementada en
diabetes mellitus, en enfermedades hepaticas y en perros que estan bajo
tratamiento con anticonvulsivos. Un numero importante de perros con HAC
presentan niveles elevados de FA por encima de 1000-1500 U/L, sin embargo si
esta no se encuentra elevada en un paciente sospechoso no se puede descartar el
diagnéstico.

Test de Supresion con dexametasona a dosis altas: En perros con tumores
adrenales la secrecién de ACTH se encuentra suprimida por ende la dexametasona
a cualquier dosis no disminuye la concentracion de cortisol sérico. Sin embargo
cuando el HAC es hipofisario, las altas dosis de dexametasona consiguen un grado
de supresion.

Protocolo:

e Medicion basal de cortisol

e Suministrar dexametasona via endovenosa o intramuscular 0.1 — 1 mg/kg

e Medicion 8 horas después

Interpretacion: Supresion normal <1.4 ug/dL confirma el diagnéstico de HAC,
ademas descarta el HAC primario de adrenal La ausencia de supresion no confirma
el diagnostico de HAC primario debido a que algunos HAC hipofisarios no suprimen.

Cortisol Basal: El cortisol es secretado episédicamente y sus valores cambian a
través del dia. En caso de perros con HAC generalmente se encuentra elevado,
aunque pueden llegar a verse mediciones normales, y en algunos casos pacientes
normales pueden llegar a mostrar valores incrementados. Por ende esta no es una
prueba diagnéstica fehaciente.

¢Como se encuentran los demas analitos del perfil bioquimico?:
ALT: Esta enzima suele estar incrementada (leve a moderada) en perros con HAC
debido a que este causa una hepatopatia esteroidea por en exceso de acumulo de

glucdgeno en los hepatocitos.

Colesterol y Trigliceridos: Los esteroides estimulan la lipélisis favoreciendo la
aparicion de hiperlipidemia (hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia).

Urea: en la mayoria de casos no se encuentra alterada, pero debido a que los signos

clinicos caracteristicos del HAC son la Poliuria/Polidipsia, puede encontrarse
disminuida secundaria a diuresis excesiva.
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Glucosa: Esta se puede encontrar entre un valor alto normal en la mayoria de
perros con HAC debido a que los glucocorticoides favorece la gluconeogénesis y
provocan resistencia a la insulina.

Consideraciones Especiales:

Pruebas tiroideas: un gran porcentaje de perros con HAC tienen concentraciones
bajas de T4 total, esto puede ser debido a una alteracion en la afinidad entre las
hormonastiroideas y las proteinas transportadoras, un aumento del metabolismo de
estas hormonas o una disminucion en la secrecién de TSH.

Fenobarbital: los efectos secundarios de este medicamento incluyen PD/PU y
polifagia, ademas también causa incremento de la FA, por lo tanto puede haber
sospecha de la enfermedad en animales que son tratados con este. La confirmacién
de la enfermedad en pacientes tratados es un reto diagnéstico. Aungue no parece
haber efectos del fenobarbital sobre la prueba de supresion con dexametasona
algunos pacientes no suprimen.
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Tecnologia HTD (hidro termo dinamica) en pasteurizacion y esterilizacion de
alimentos

Luis Fernando Carvajal Osorio

Ingeniero de Alimentos, Especialista en Gerencia Estratégica de Alimentos y Bebidas. Manizales.

La tecnologia HTD (hidro termo dinamica) es una Unica y revolucionaria tecnologia
usada para producir alimentos, bebidas, cosméticos, productos de aseo personal,
biofertilizantes y productos farmacéuticos.

La tecnologia HTD aprovecha y se enfoca en aplicar la energia creada por los

fendmenos fisicos; friccion turbulenta, cavitacion inducida y controlada, donde los
fluidos procesados integran operaciones, logrando ganancia de temperatura, nano-
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molienda, homogenizacion, condiciones de pasteurizacion o esterilizacion, segun
los requerimientos deseados.

Lo anterior se logra al ser bombeado un fluido o sélidos en medio fluido a un
mezclador especial el cual aumenta la velocidad, mientras disminuye la presion.
Simultdneamente, chorros del mismo liquido se introducen dentro de la corriente
principal a alta velocidad a través del disefio del equipo en las paredes mezcladoras,
Al chocar las corrientes de liquido, estas causan considerables fuerzas cortantes
los cuales hacen que el liquido hierva en frio debido a la baja presién (También
llamada efecto cavitacion). Esto conlleva a la creacién de sitios de nucleacién en la
forma de micro burbujas las cuales son transportadas por el liquido aguas arriba
mientras van creciendo sus tamafios en varios milimetros, Estas son llevadas a una
zona de ensanchamiento, donde aumenta también la presion en el fluido y las
burbujas decrecen y colapsan. Debido a las propiedades especificas del liquido, las
burbujas colapsan asimétricamente, dando lugar a acumulacién de chorros los
cuales golpean las burbujas en sentido opuesto a su avance. Cualquier particula
solida golpeada por estos chorros es destruida (Aplastada) mientras que la presion
en la zona de colapso acumula decenas e inclusive cientos de bares de presion. La
forma y el tipo de mezclador donde la tension toma lugar previenen que el pulso
ocasionado por la presién afecte sus paredes y asi no cause destruccion en las
superficies, impidiendo la Erosién del equipo. Tal impacto masivo con micro golpes
es el causante de que el liquido incremente su temperatura, aplastando también
particulas solidas y asi formando emulsiones y suspensiones. El reactor HTD usa
la hidrodinamica, incluyendo la turbulencia y la cavitacion, logrando que el producto
se auto-caliente. Este enfoque permite distinguir nuestra tecnologia de las demas
convencionales y contribuye a una alta calidad del producto. La tecnologia y los
equipos HTD ahorran energia y recursos.

La capacidad de eliminar microorganismos por medio de la Tecnologia HTD es
atribuida a la acciéon conjunta de varios efectos fisicos inducidos, como son: una
variacion brusca de alta presién y vacio; fuerzas mecanicas de choque que varian
abruptamente durante el proceso provocando estrés sobre las membranas de los
microorganismos, adicional en el momento de colapso de las microburbujas, existe
una liberacion de energia con gran incremento de temperatura que potencian la
accion higienizante y como resultado una alta mortalidad de la poblacién microbiana
del fluido tratado.

Los productos obtenidos por la tecnologia HTD incrementan generalmente las
caracteristicas organolépticas, pues es un sistema de proceso cerrado que no
permite perdidas de elementos volatiles, intensificando asi aromas y sabores,
ademds, mantiene estables las propiedades nutricionales y en algunos casos las
mejora, asi mismo sucede con la digestibilidad de los productos procesados, al
permitir romper cadenas de aminoacidos no digeribles por algunas personas.
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En pruebas realizadas a diferentes alimentos se ha podido validar la eficiencia de la
tecnologia en cuanto a la eliminacion de carga microbiana, y el aumento de la vida
atil, a continuacion se presentan algunos ejercicios exitosos:

e Licor de gelatina: Se logra esterilidad del orden de un log-6 a 55°C, resultado de
laboratorio para alimento inoculado con Coliformes totales, Clostridium y aguas
residuales, con UFC/g incontables en muestra de partida. A continuacion
cinética de muerte térmica de microorganismos:
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U ho il ENS_ 2. Coliformes T.
-: 3_‘; 10000 o FNS_ 1. Clostridum bact.
© S g NS 2. Clostridium bact
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U
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£g o o—o—a
00040 50 60 70 80
Temperatura, °C

e Tratamiento de conservacion a leche orgéanica:
Cinetica de muerte termica de microorganismos

procesados por HTD
12000
10000 14.4°C Resultados de laboratorio.
de leche inoculada con

8000 cepas ATCC en fase
| . : - -
o estacionaria de  Bacilus
5 oo subtilis y E. coli
LL
L 4000

2000

0 70°C
2000 g0°C 110°C

Temperatura

e Se logra aumentar substancialmente la vida util de la leche organica tratada por
la tecnologia HTD, sin uso de conservantes. A continuacion se presenta los
resultados obtenidos:
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e Se ha logrado esterilidad comercial en leche achocolatada organica, sin uso de
conservantes a 80°C.

e Esterilidad del orden del log-7 en pulpa de aguacate a 90°C.

e Resultados con crecimiento de cero unidades formadoras de colonias en los
siguientes productos entre otros:

Pulpas de diferentes frutas tratadas a 60°C.

Cristales de Sabila tratados a 70°C.

Leche de Almendras tratada a 65°C.

Leches condensadas tratadas a 86°C.

Alimento humedo de perros tratado a 100°C

Pasta de soya tratada a 105°C

Mezclas de cereales y leguminosas tratados a 90°C

Mezclas de cereales y frutas tratados a 65°C

Cernidos de frutas tratados a 70°C.

AN N U N NN SN

Perspectivas del uso de microorganismos para el manejo sanitario de
explotaciones pecuarias e industriales

Patricia Eugenia Vélez Arango

Bacteri6loga, MSc. Gerente Técnica Soluciones Microbianas del Tropico SAS. Manizales.

El uso de microorganismos para el control sanitario de insectos plagas y artrépodos
gue afectan las explotaciones pecuarias ha sido documentado en la literatura, con
estudios de caso que relacionan la accion eficaz de estos agentes y su regulacion
continua a través del tiempo, cuando su empleo estd enmarcado en programas de
manejo integrado en los cuales se combinan herramientas de naturaleza
agroquimica, control cultural, referido al manejo de variables de cultivo por parte del
técnico que orienta la recomendacion, y control bioldgico, mediante el uso de estos
agentes de tipo microbiano.
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En bovinos existen distintos parasitos externos que afectan a los animales en todas
sus edades y causan distintas enfermedades que afectan la sanidad de los mismos
y la produccion, desencadenando pérdidas econdmicas que no hacen viables
algunas explotaciones de carne o leche. Algunos de los parasitos externos como la
garrapata Boophilus spp., y otras garrapatas de la familia Ixodidae, son
hematofagos, causantes de anemias, transmisores de agentes patdégenos,
inhibidores de funciones de inmunidad y del apetito del animal, deterioro de las
pieles, ademas transmiten enfermedades producidas por protozoos, bacterias y
virus, que penetran por las perforaciones producidas en la piel y en algunos casos
provocan la muerte por conducir a enfermedades agudas y cronicas (Vizcaino
1992). En algunas empresas ganaderas se realizan controles periddicos de las
garrapatas con agentes quimicos, mediante bafios dirigidos directamente sobre los
animales, pero sin tener en cuenta los estadios o ciclos de vida de este paréasito en
las praderas y las repercusiones que conlleva el uso de estos agentes, al crear solo
cierto grado de inmunidad del parasito hacia los mismos, trayendo como
consecuencia brotes de otras enfermedades, y al generar resistencia de la
garrapata a estos productos agroquimicos. Por lo tanto, se hace indispensable la
evaluacion de nuevos tratamientos a base de productos amigables con el ambiente,
gue no generen resistencia y no causen dafio a la fauna benéfica involucrada en la
regulacién de este artropodo.

De igual manera, existen otros insectos plagas que causan dafios econémicos a las
explotaciones ganaderas, en cuanto afectan las pasturas y disminuyen
significativamente la productividad animal. Entre estos, se destacan: el chinche de
los pastos, que afecta actualmente la region de Ubaté, Cundinamarca, y otras
regiones del pais, el mién o salivazo de los pastos, la mosca de los establos,
gusanos trozadores, insectos cortadores, insectos chupadores o saltahojas,
insectos defoliadores, etc.

Las explotaciones avicolas y porcicolas también son susceptibles al ataque de
insectos plagas que afectan su productividad y el manejo convencional de estos
insectos plagas ha estado restringido al empleo de productos agroquimicos,
algunos de alta toxicidad, con riesgos para los animales, operarios y riesgo de
depdsito de estos ingredientes activos en cauces de agua, instalaciones y producto
para consumo humano. Aun cuando existen requerimientos de buenas practicas
de manejo de esas explotaciones, en muchos casos no se realiza seguimiento y
control eficaz de estas condiciones, lo que se traduce en factores de riesgo, que no
garantizan inocuidad de estos productos para el hombre.

Muchas empresas del sector agropecuario e industrial generan grandes cantidades
de residuos, de naturaleza solida y liquida, que no se disponen en forma adecuada,
generando problemas sanitarios ligados a procesos de fermentacion, olores y
contaminacion de cauces y ambiente. Actualmente, estas empresas estan
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avocadas al cumplimiento de la norma ambiental, con el pago de tasas retributivas,
cuando no se soporta el cumplimiento de parametros reglamentarios en los residuos
generados, y el protocolo para su disposicion adecuada.

La Microbiologia y muy especialmente, la Biotecnologia, entendida como el manejo
técnico adecuado de los microorganismos para su utilizacién en diferentes areas, y
en este caso especifico del sector agropecuario e industrial, con propésitos de
regulacion de insectos plagas y artrépodos, mitigacién de contaminaciéon ambiental
a través del tratamiento biolégico (bioremediacion) de residuos de procesos, y su
valorizacion final, en forma de abonos o alimento animal, adquiere gran relevancia
en el mundo, en cuanto sus aplicaciones estan enmarcadas en el concepto de
sostenibilidad ambiental.

El objetivo primordial de esta presentacion estd centrada en la relacion de
experiencias de empleo de microorganismos, basadas en registros de literatura y
experiencias propias, como resultado de procesos de investigacion dirigidos a la
regulacion sanitaria de insectos y artropodos de importancia pecuaria, y a los
procesos de biotransformacion de residuos agroindustriales, con aplicacion a la
produccion de abonos sanitizados y enriqguecidos con microorganismos
biocontroladores, y forrajes técnicamente producidos, para alimentacion animal.
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