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EDITORIAL

“El Instituto de Biomedicina Dr.
Jacinto Convit a los 55 anos de
su creacion”

El Instituto de Biomedicina, nace el 4 de junio de 1965 con el nombre
provisorio de “Centro de Investigaciones Dermatolégicas de la Universidad Central
de Venezuela”; por solicitud de la Facultad de Medicina ante el Consejo
Universitario, lo cual fue aprobado por ese cuerpo colegiado el 16 de Junio del
mismo afio. Este centro estaba integrado por la catedra de dermatologia de la
Escuela de Medicina “Dr. José Maria Vargas”, el Servicio de Dermatologia del
Hospital Vargas y la Division de Dermatologia Sanitaria del Ministerio de Salud y
ademas contaba con diversos laboratorios de investigacion cientifica y con los
post grados de Dermatologia y Microbiologia Médica, cuyos primeros especialistas
egresaron en 1966 y 1967 respectivamente.

En 1969 en reuniéon conjunta con todos los representantes de los entes que
conformaban el centro de Investigaciones Dermatologicas, el Dr. Convit planteo
en dicha reunion, la posibilidad de unificar las tres entidades en una nueva
construccion, que se llamaria “Instituto Nacional de Dermatologia”. Todos
estuvieron de acuerdo con la idea, vistas las facilidades operacionales y de
integracion del equipo humano. El Dr. Convit, junto con el Dr. Kerdel Vegas y la
ayuda de la Dra. Cecilia Pimentel, logran del presidente Rafael Caldera, la promesa
de la construccion del Instituto, el cual fue inaugurado el 29 de noviembre de
1971. A principios de 1972 fue reconocido como Instituto Universitario de la
Universidad Central de Venezuela, adscrito a la Facultad de Medicina;
designandose como su primer director al Dr. Jacinto Convit, ocupando el cargo
hasta el 12 de mayo de 2014 cuando fallece.

A partir de 1973, se fueron afiadiendo nuevos campos de investigacion en el
Instituto, con la creacion de nuevos laboratorios de investigacion en areas como:
Fisiopatologia, Inmunoreumatologia, Microscopia electronica, Dermopatologia,
Biologia Molecular, Ingenieria genética, Microbiologia, Inmunoparasitologia,
Biologia Celular, Epidemiologia e Inmunologia. Esta expansion fue posible por el
ingreso al Instituto de muchos profesionales formados en el exterior en distintas
disciplinas y financiados por la Universidad Central de Venezuela, el Ministerio de
Salud y otros entes publicos. Debido a esta expansion, se solicité a la Universidad
el cambio de nombre de “Instituto de Dermatologia” a “Instituto de Biomedicina”,
lo cual fue aprobado por el Consejo Universitario en sesion ordinaria el 15 de
marzo de 1984. Igualmente fue aprobado por el Ministerio de Salud, por
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resolucion G-326, del 19 de octubre de 1984.

El 28 mayo del 2014, luego del fallecimiento del Dr. Convit; el Instituto es
denominado: Instituto de Biomedicina “Dr. Jacinto Convit”,
Consejo Universitario; nombre que también fue adoptado por el Ministerio de
Salud, en junio de 2014. El Dr. Convit, médico, egresado de la Universidad Central
de Venezuela optd por el titulo de Doctor en Ciencias Médicas presentando el

por decision del

trabajo "Fracturas de la Columna Vertebral" en 1938.

Sin embargo, su experiencia en el area sanitario-epidemiolégica empezd un
afio antes cuando siendo aun estudiante fue invitado por el Dr. Martin Vegas,
profesor de dermatologia en la Facultad de Medicina, y el Dr. Carlos Gil Yépez a
visitar la leproseria de Cabo Blanco ubicada en el departamento Vargas del Distrito
Federal. Una vez que se gradud fue designado médico residente de esa leproseria,
donde trabajo entre los afios 1940 y 1943 atendiendo a los pacientes de lepra. Esa
actividad, lo convirti6 en un gran estudioso y apasionado investigador de dicha
enfermedad.

El Dr. Convit alcanz6 un alto nivel de reconocimiento cientifico internacional,
con mas de 200 articulos cientificos publicados. Su altima publicacion la realizo a
la edad de 99 arios, en el 2013, poco tiempo antes de su fallecimiento.

A los 55 anos de su creacion, el Instituto de Biomedicina cuenta con 4 post
grados: Dermatologia, Microbiologia Médica, Dermopatologia y Epidemiologia de
las Enfermedades Endémicas; todos adscritos a la UCV. En la actualidad se tienen
26 secciones o laboratorios de investigacion en las distintas disciplinas del
conocimiento, dirigidos por profesionales con alta formacion, donde se desarrollan
investigaciones cientificas relacionadas con las distintas enfermedades que
afectan a la poblacion venezolana, tales como: Lepra, Leishmaniasis, Micosis,
Alergias, Parasitosis intestinales, Tuberculosis, Enfermedades infecciosas, Virus
de Papiloma Humano y Oncocercosis.

Todas estas investigaciones han conducido a resolver muchos problemas de
salud que afectan a la poblacién mas vulnerable.

El Instituto realiza una importante labor asistencial, donde se integran
dermatologos, epidemidlogos y estudiantes de los post grados, que debidamente
supervisados, atienden las siguientes consultas: Clinica de tumores, clinica de
psoriasis, dermatologia pediatrica, clinica de acné, consulta de micologia, consulta
de lepra, consulta de leishmaniasis, lesiones de vulva, clinica de dermatitis y
clinica de alergias. Asi mismo sigue siendo la sede de la catedra de Dermatologia y
Sifilografia de la escuela de Medicina “Dr. José Maria Vargas”, contribuyendo a la
formacion de los nuevos profesionales de la Medicina.

En este ntmero de la revista Tribuna del Investigador, 6érgano divulgativo de la
Asociacion para el Progreso de la Investigacion Universitaria (APIU) de la UCV; a
cuyos editores y junta directiva, agradecemos la oportunidad de publicar el trabajo
que realizan los investigadores del instituto en los diferentes laboratorios y en la
seccion clinica. Todos los articulos que se publicaran en este nimero, son el
producto del trabajo en equipo, lo cual caracteriza al Instituto de Biomedicina
desde su creacion. Enfermedades como la Lepra y la Leishmaniasis son las mas
estudiadas en el instituto, una muestra de ello esta representada en 8 trabajos que
incluyen a dermatélogos, epidemi6logos e investigadores, quienes han obtenido
grandes logros para el conocimiento de estas patologias. Asi mismo se presentan
trabajos en equipo en las areas de alergias, VPH y tuberculosis. También incluimos
en este volumen, un articulo referido a un modelo de proyecto, concebido por
varios laboratorios del Instituto, para la produccion a gran escala de antigenos, que
podrian ser utilizados en el diagnostico de distintas enfermedades, que afectan a la
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poblacion venezolana y otros paises de la region. Adicionalmente, se incluyen en
este nimero, importantes contribuciones de destacados investigadores invitados
a la conmemoracion de nuestro 54 aniversario. Entre ellos se encuentra el trabajo
presentado por la Dra. Ana Maria Zulueta, quien trabajo al lado del Dr. Convit por
mas de 20 afios, en la implementacion de los programas para el control de la lepra
en Venezuela. El trabajo presentado por el Dr. Jests Velazquez, con sus grandes
aportes en la “Aplicaciéon de las tecnologias de la informacion en la educaciéon
Médica”. Asi mismo se incluye la ponencia presentada por la Dra. Alicia Ponte
Sucre, titulada “Un Modelo de Red para la Salud en Pro de un Mundo Apropiado
para los Nifios y el trabajo presentado por la Dra. Zulay Rivera, sobre un tema de
gran actualidad, denominado “Dermatologia de la Nueva era”.

Todos los trabajos que incluimos en este volumen, constituyen un gran
aporte en diversas areas del conocimiento cientifico, que sera de gran impacto
para los investigadores y docentes del pais y de la comunidad cientifica en
general.

Noris Rodriguez
Directora Instituto de Biomedicina,
ucv
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RESUMEN

El presente articulo tiene por objeto destacar la trayectoria de vida profesional,
cientifica y humana del Doctor Jacinto Convit, en el marco de la celebracion del 55°
Aniversario del Instituto de Biomedicina (julio ano 2019) del cual fue fundador. A
tales fines, se aplicaron los principios de una triangulacion de exploraciéon e
interpretacion de diversas fuentes bibliograficas, documentales, asi como reflexion,
de experiencias acumuladas por parte de las autoras, vinculadas a una parte
significativa de la dinamica de vida de este insigne médico venezolano. Se aplico la
técnica de analisis de contenido para identificar factores/elementos claves, que
marcaron su existencia. Los resultados, enfatizan el legado de un ser humano que,
desde su praxis como estudiante del altimo afio de Medicina, inici6 su ejercicio
asistencial, vinculado a programas de atencion, dirigido a poblaciones vulnerables y
socialmente excluidas, que le motivé y condujo al complejo mundo de la
investigacion cientifica. Las conclusiones resaltan una experiencia de vida,
referencia para el personal médico y todo trabajador que se dedique a la Salud
Puablica para ratificar la salud como valor de vida y desarrollo social de los pueblos
desestimando la exclusividad basada en ausencia de enfermedad.

Palabras clave: Jacinto Convit; Paradigma; humanista; transformador de la salud;
Control de endemias.

JACINTO CONVIT: LIFE AND ACCION FOR THE CONTROL OF THE ENDEMICS
ABSTRACT

The objective of the present article is to highlight the trajectory and achievements
in the scientific, professional, and human perspectives of Doctor Jacinto Convit
within the celebration of the 55" Anniversary of the Institute of Biomedicine (July
year 2019). Through a triangulation of research and analysis of various bibliographic
sources, documentaries and accumulated experiences by the authors linked to a
significant area of the dynamics of life of this remarkable Venezuelan physician.
The analysis of content technique was applied in order to identify factors that were
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determinant in his life. Results emphasize the legacy of a
human being that since the beginning of his praxis as a last
year student of Medicine started his professional exercise
linked to care programs oriented towards vulnerable people
socially excluded. This fact leads him to the complex world
of scientific research. Conclusions highlight an experience
of life, reference for physicians and every personnel
working in public health to ratify this as a life value and
social development of the countries; dismissing the
exclusiveness based on absence of illness.

Keywords: Jacinto Convit, Paradigm; humanist; developer of
health; Endemics control.

INTRODUCCION

La orientacion del presente articulo, es develar la
trayectoria asistencial y cientifica enmarcada en una
vision humanista de la gestion desarrollada por el
Doctor Jacinto Convit,
venezolano, cuyo ejercicio profesional como médico
sanitarista — especialista — investigador — educador,
siempre estuvo enfocada a una cosmovision genuina
de la integracion de la prestacion de servicios de
atencion en salud de forma holistica. Referentes
claves de su accionar para lograr con igual tenor de
importancia, el control de los procesos morbidos y la
transformacion favorable de las expectativas sociales
en las comunidades endémicas.

Bajo estas premisas, desde sus inicios como
profesional de la  salud, equipos
multidisciplinarios de alto desempefio y permanecio
hasta el dultimo de sus dias, anclado a la
desmitificacion de la lepra como enfermedad
estigmatizante socialmente, asi como prevencion y
control endemias, que afectaban a
poblaciones tradicionalmente excluidas desde su
contexto socio-cultural y sanitario.

Por tales razones, en
trayectoria humana y cientifica de este valioso
profesional de la salud, las autoras del presente
articulo aplicaron los principios de una triangulacion
de exploracion e interpretacion de diversas fuentes
bibliograficas, documentales, asi como reflexion, de
experiencias acumuladas por parte de las autoras,

reconocido cientifico

lider6

de otras

reconocimiento a la

vinculadas a una parte significativa de la dinamica de
vida de este insigne médico venezolano que
acreditaran el estudio de su vida, obra y accionar en el
ejercicio profesional durante su existencia, cuyos
logros alcanzados, para el control de las enfermedades
endémicas, han sido reconocidos nacional e
internacionalmente para el control de enfermedades
endémicas, haciéndolo merecedor de numerosas
preseasy titulos, por su destacado trabajo en beneficio
de la Salud Publica.

En este sentido, a la luz de las necesidades
expuestas por reconocidos sectores priorizados de
poblacion y sustentados en
elementos claves, producto de esta investigacion
realizada, consideramos congruente motivar en el
lector/autoridades de salud, la reflexién sobre el
modelo tradicional de prestacion de servicios de
atencion, implantado por nuestro Sistema Publico
Nacional de Salud que permita la incorporacion de
nuevos paradigmas dirigidos a la prevencion, atencion
y control de dafios, que respondan a nuestras
auténticas necesidades socio-sanitarias y culturales.

la develacion de

METODOLOGIA

Las bases que sustenta la construccion de este
articulo, derivado de la Conferencia presentada en la
fecha aniversario del Instituto de Biomedicina (julio,
2019), se enmarca en la revision y analisis critico de
diferentes fuentes de investigacion de tipo
bibliografico y documental, las cuales se encausan
hacia la sistematizacién de la vida y obra del Doctor
Jacinto Convit desde una mirada integradora.

Ante la densa y compleja bibliografia disponible del
Doctor Convit, fue necesario aplicar técnicas de
organizacion, sistematizacion y analisis de contenido,
de los diferentes materiales consultados, a fin de
vincular lo humano
profesional y presentar una imagen mas cercana al ser
humano en sus diferentes dimensiones. Es por tales
razones, que se fortalecio dicho analisis con la técnica
de triangulacion validada por Denzin en 1970 (citado
por la autora Arias, V. Maria, M., 2000), quien abarca
en las formas de contrastaciéon: datos de
investigadores, teorias, de métodos y multiple. Asi, se

—cientifico en su accionar
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realiz6 la contrastacion independiente de éstos y las
evidencias del quehacer cotidiano/institucional
registrado del  mencionado  Doctor, que
posteriormente a través de comparacion y consenso
permiti6 la conciliacion de los hallazgos presentados
en los resultados. Al respecto, sefialan los autores
Cohen et al. (1990), que este tipo de indagaciéon
ofrece datos mas validos y confiables.

Igualmente, se enriquecid esta triangulacion de
datos, con informacion procedente de la voz de las
autoras del presente articulo, quienes pueden
valorarse como actores/testigos directos de una parte
significativa del recorrido humano y profesional de
este insigne ser humano. Por tanto, en este orden de
ideas y mediante la realizacion de video-conferencias,
fue posible acopiar recuerdos, compartir experiencias,
reflexionar de manera conjunta, debatir y ampliar
ideas; asi como, consolidar los hallazgos presentados
en los resultados y conclusiones, utilizando una
metodologia de trabajo
horizontal.

Producto de estosencuentros fue posible entonces:
(a) plasmar en este documento evidencias cargadas de
incesantes y creadoras iniciativas, asi como logros
obtenidos en diferentes areas del conocimiento:
investigacion cientifica, docencia y gerencia de
programa; transversado todo esto, por una linea de
pensamiento centrada en el enfoque humanista
integrador de la salud de la poblacién, especialmente
aquellas vulnerables socialmente; (b) Incluir en la
metodologia de investigacion empleada, novedosas
técnicas de contrastacion de informacion dentro de
una misma indagacién, denominada triangulacién
multiple, que valida el de los datos
presentados y confiere mayor fiabilidad a la
informacion obtenida. Es asi como, generar una
investigacion para una conferencia centrada en la vida
y obra del Doctor Jacinto Convit se convirtié en un
desafio de sintesis analitica que certificara su
trayectoria de vida, ponderando lo humano y
cientifico de su accionar profesional.

fructifera colaborativo

analisis

RESULTADOS

Los resultados de esta investigacion, soportada
inicialmente en una conferencia de la trayectoria del
Doctor Jacinto Convit, nos llevd a experimentar un
desafio en superar el paradigma de investigaciones
bibliograficas /documentales de tipo tradicional,
debido al perfil de este admirable profesional, el cual
necesariamente demand6 el objetivar otro tipo de
analisis de su trayectoria, que permitiera el encuentro
de una historia humana y cientifica, unidos por una
esencia del valor de la salud como principal indicador
de vida. Asi mismo, ampliar su radio de accién al
incorporar la educacion, con similar grado de
importancia, prioridad y pertinencia, desde el ambito
académico, hasta los espacios socio-sanitarios y
participacion de las comunidades involucradas.

Estos postulados
momento de su vida a tiempo completo; desde la
investigacion cientifica integrada a la docencia y
accionar de programas integrales de control de
endemias, centrados de manera prioritaria en la
poblacion  vulnerable, debido a precarias
condiciones socio-econdmicas y sanitarias presentes
en el escenario donde hacen vida, aunado a las
condiciones de lejania y dispersion geografica que lo
caracterizan. Bajo estas consideraciones, se presentan
los resultados de la investigacion dirigida a la vida y
obra del doctor Jacinto Convit, apoyada en una
de momentos,
articulados e interdependientes entre si, lo que
obligatoriamente sugiere desde
dimensioén integral: humana y cientifica.

se materializaron en cada

las

sintesis tres armonicamente

su lectura su

Momento 1: breve biografia de su vida

Doctor Jacinto Convit (1913 — 2014). Este ilustre
cientifico venezolano, naci6 en Caracas, 11 de
septiembre de 1913, fue el segundo hijo de la familia
Convit-Garcia, madre venezolana de origen canario y
padre catalan nacionalizado por el General Cipriano
Castro, por tanto, descendiente de padres inmigrantes
canarios. Tal como lo relata el Doctor Avila Bello, J.
(1996:21), a pesar de haber pertenecido a las llamadas
“familias pudientes” para la época, su formacion
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académica fue cumplida en el Liceo San Pablo; luego,
la secundaria cursada en Liceo Andrés Bello bajo la
direccion de dos insignes maestros: Don Rémulo
Gallegos y Don Pedro Arnal y materializ6 su formacion
profesional en la Universidad Central de Venezuela
(U.C.V.), de Caracas, donde obtuvo el titulo Doctor en
Ciencias Médicas (1938). Posteriormente, se
especializd en Dermatologia en Estados Unidos.

Tal como lo resefia el Doctor Avila Bello (1996:31),
inici6 su carrera sanitario-epidemiolégica en 1937,
cuando siendo todavia estudiante de Medicina, fue
invitado por los Doctores Martin Vegas y Carlos Gil
Yépez para asistir a la Leproseria de Cabo Blanco; esto
motivo que ya graduado, fuese designado residente de
la mencionada institucion, que, para aquel entonces,
tenia mas de 80 afios de construida y adolecia de
recursos médicos para la atencion de los enfermos. Es
aqui donde inici6 su aprendizaje sanitario-social-
humanista, para atender a los enfermos y mediante la
indagacion médico/sanitaria, profundizar
conocimiento y control de esta enfermedad
infecciosa, que le acompano6 toda su vida profesional.
En cuanto a la construcciéon de su nucleo familiar,
relata el mencionado autor Avila Bello, (1996), que el
Doctor Convit (1937), cuando cumplia su internado de
pre grado en el centro asistencial, Puesto de Socorro
en Caracas, conoci6 a Rafaela Marotta D’Onofrio,
caraquefia de origen italiano, con quien se casé 10
anos después, el 1 de febrero de 1947. De esta union
nacieron cuatro hijos, uno en actividad agropecuaria,
dos médicos residenciados en Estados Unidos y uno
fallecido. Describia a su esposa como una mujer
“carifiosa, su compafiera de viajes, que le apoyaba en
sus proyectos y una madre abnegada y apasionada, un
modelo de mujer que ya no hay”. Su esposa fallecio
en el 2011 y el Doctor Convit, en mayo del 2014.

en el

Momento 2: trayectoria profesional

Como antesala a la trayectoria profesional
transitada por el doctor Jacinto Convit, es oportuno
destacar que a partir de 1.936 se organizo el Ministerio
de Sanidad y Asistencia Social (MSAS), hoy Ministerio
del Poder Popular para la Salud (MPPS), con la
finalidad de iniciar la prevencion y control de las

enfermedades trasmisibles que para ese momento
diezmaban la poblacién (ejemplos: lepra, malaria,
tuberculosis, Chagas, entre otras); sin embargo, bajo
un enfoque fundamentalmente biologicista —
unicausal, con verticalidad de acciones clinicas y
centralismo gerencial para garantizar el efectivo
control de las endemias; siendo pertinente, oportuna
y valida dicha metodologia de trabajo para ese periodo,
a fin de dar respuesta al momento coyuntural socio-
histérico vivido para la época.

Es a partir de1938 que el Dr. Convit se dedico al
tratamiento clinico de la Lepra y en colaboracién con
el Dr. Martin Vegas, desarrolld6 camparnias educativas
para la erradicacion colectiva del contagio de la
enfermedad por convivencia con leprosos. Tal como lo
relata el Doctor Avila Bello (1996), su interés por la
investigacion surgié cuando era residente de Cabo
Blanco y evidencio las incognitas que existian en torno
al conocimiento y comprension de la mencionada
enfermedad; asi como, lo que significaba el contacto a
diario y la manipulacién de estos enfermos.

Es asi, motivado por el interés de ayudar a estos
enfermos que en 1941, publico su primer trabajo
titulado “El mal de Hansen. Algunas nociones que el
publico debe conocer sobre la lepra”. Esto, con la
finalidad de difundir el conocimiento de esta afeccion,
en una poblacion que vivia en dramaticas condiciones
sanitarias. Igualmente, destacar la importancia del
médico epidemidlogo de realizar la educacion sanitaria
de la poblacién como actividad primordial en el
control epidemiologico de cualquier enfermedad.
Posteriormente, partir de 1946 inicia su participacion
en innumerables Congresos Internacionales de Lepra
y obtuvo por cargo de médico
Dermatoélogo del Hospital Vargas, siendo instructor y
director de su laboratorio. Asi, continué su ascenso
profesional y en 1950, fue nombrado Jefe de Clinica
Dermatolégica del mencionado centro asistencial.
En1962 participé en la creacion de la Escuela de
Medicina, Dr. José Maria Vargas, de la UCV y asumio la
direccion de la catedra de Dermatologia clinica.

De forma paralela ampli6 su proyeccion
internacional, pues en 1968 fue nombrado Presidente
de la Asociacion internacional de la Lepra y reelecto

concurso, el

10 | Tribuna del Investigador [Vol. 21, No 2, 2020



Jacinto Convit: vida, obra y accionar para el control de las endemias

en 1973. Igualmente, en 1971 fue nombrado por
la OMS, Director del Centro Cooperativo para
estudio histolégico y Clasificaciéon de la Lepra.

En 1971 se constituy6 el Instituto Nacional de
Dermatologia, conocido hoy como Instituto de
Biomedicina (I.B.) y el Dr. Convit fue su fundador y
Director hasta sus ultimos dias; comparti6 esta
responsabilidad respectiva
internacional, ya que a partir de 1976 fue nombrado
director del Centro Panamericano de Investigacion y
Adiestramiento en Lepra y Enfermedades Tropicales
(CEPIALET).

Para el ano 1980, ingres6 como individuo de
numero en la Academia Nacional de Medicina. Y, en
justo reconocimiento a su destacada labor fue
merecedor de numerosas preseas y reconocimientos,
entre los que se destacan: Principe de Asturias (1987).
Nominado al Premio Nobel de Medicina (1988). Héroe
de la Salud Publica en las Ameéricas (2002). Prize en
Medical Sciences (2006). Legion de Honor. Republica
de Francia (2011). Orden Libertadores y Libertadoras
(2014) Post Mortem, entre otros.

nacional con la

Momento 3: accionar cientifico-pedagogico
para el control de las endemias

Tal como fue sefialado en la seccion precedente, el
MSAS, hoy M.P.P.S. fue creado en 1936, para atender
e interrumpir la trasmision de enfermedades
infecciosas que diezmaban la poblacion. Igualmente,
bajo postulados con enfoque biologicista, en la década
1940 — 1950, se organizaron progresivamente, los
Servicios de Dermatologia Sanitaria a nivel nacional,
que posteriormente en 1962 se integraron a la Division
de Dermatologia Sanitaria, hoy
Biomedicina (I.B.). Estos servicios de atencidon, se
organizaron con equipos biomédicos dedicados al
desarrollo de actividades de busqueda, diagnostico,
tratamiento y control de enfermos, integrando
acciones de educacion sanitaria para el fomento,
promocion y prevencion de la salud, sustentado en el
modelo de atencion por niveles de Leavell & Clark,
sugerido para este momento historico por la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS/OMS) y
centrado en la historia natural de la enfermedad y
grado de complejidad.

Instituto de

En dichos centros, la prestacion de servicios de
atencion se caracteriz6 por ser bio-psico-social
integral, pero bajo un modelo biologicista, donde los
educandos (pacientes y familiares), participaban solo,
como sujetos pasivos de las medidas sanitarias y
médicas. Dicha estrategia produjo resultados positivos
en la reduccion temporal de las endemias, pero sin
capacidad resolutiva sostenible en las comunidades de
forma permanente.

Es a partir de la década de 1980 hasta la actualidad,
que en forma paralela y progresiva, sustentados en el
avance investigativo, que se implementan novedosas
modalidades para manejo de los enfermos y formas de
tratamiento para la lepra asi como otras endemias
(Leishmaniasis, Oncocercosis, entre las mas
relevantes), incorporando ademas, los estudios en
comunidades para deteccion y control de factores
condicionantes, acompafiado de extension de la
educacion en Salud Pablica, para mejorar su calidad
de vida.

En consecuencia, la dinamica de vida profesional
del Doctor Jacinto Convit como investigador
cientifico, se vinculada en forma
permanente a una linea de pensamiento critico,
sustentada en la resolucion de los problemas de salud
en la poblaciéon y le convirtié en viajero permanente
por las diferentes regiones del pais, (década noventa e
inicios del dos mil), con prioridad hacia las
comunidades rurales dispersas e indigenas mas
vulnerables, debido a su condicién geografica, formas
de vida y limitaciones en la producciéon econémica;
esto, con la finalidad de contactar de cerca el
funcionamiento del programa de control integral de
endemias, desarrollado por los
Dermatologia Sanitaria. Un momento y espacio
propicio para compartir una de tantas acertadas
reflexiones: “Un médico, un hombre de ciencias, no
puede quedarse encerrado en cuatro paredes. Tiene que
salir a la calle y ver cudles son las necesidades de la
gente” Dr. Jacinto Conuvit.

Es asi como, su agudeza de observacién analitica y
critica generaba una especie de guia de discusion
espontanea con el equipo de local y
representantes de estas comunidades. Esta
experiencia fue registrada por los autores, Garcia

mantuvo

Servicios de

salud
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Bailde y Borges Rafael (2004), quienes describieron
como, el encuentro con cada comunidad objeto de
estudio, resulté una maravillosa oportunidad para los
equipos de salud; especialmente, el personal médico
joven en proceso de formacion, quienes valoraban
estos espacios de discusion y reflexion como
fortalecimiento académico vinculado a las realidades
sociales.

Este acercamiento a las distintas regiones, permitio
evidenciar el creciente y progresivo deterioro del
sistema de salud del pais, con especial énfasis el
primer y segundo nivel de atencion, donde la
capacidad resolutiva se encontraba en crisis por el
abandono sostenido de las politicas puablicas en salud.
Citamos como ejemplo, el Programa de Medicina
Simplificada, pionero en la salud comunitaria,
reconocido en los postulados de la Atencion Primaria
en Salud (APS), realizada en Alma-Ata Rusia 1978.
Situacion que afectaba directamente a la poblacion
enferma o en riesgo de enfermar, de patologias como
la lepra, Leishmaniasis, Oncocercosis, Tuberculosis
entre otras.

Esta realidad observada, colmé de preocupacion al
Doctor Convit, motivandolo a generar dialogos con las
autoridades del Ministerio de la Salud, a los fines de
sensibilizarlos  para
financiamiento mediante organismos multilaterales
como, el Banco Mundial (B.M.)/ Banco Interamericano
de Desarrollo (BID), para fortalecer la capacidad
resolutiva del sistema de salud, especialmente en los
niveles I y Il de atencién, donde se concentra la mayoria
de poblacion vulnerable que reside en areas geograficas
dispersas, con precarias formas de vida e inequidades
sociales y econdmicas. Producto del mencionado
dialogo inter sectorial, surgi6 el convenio Ministerio de
Salud — BM./BID, el cual se operacionalizo a través de
las instituciones: Instituto de Biomedicina -
Malariologia y Saneamiento Ambiental.

Las evaluaciones de la ejecucion de este Convenio
fueron significativamente positivas, (realizadas por
especialistas externos), pues favorecio a los diferentes
programas de control integral de las endemias desde
una perspectiva de gestion integral, que abarco la
actualizacion/fortalecimiento

buscar alternativas de

académico de los

equipos de salud, dotacién de insumos médicos y
dotacion de logistica e infraestructura tecnologica
(equipos de computadora-vehiculos), a todos los
servicios de Dermatologia Sanitaria nacional, a los
fines de fortalecer el sistema de registro clinico y
epidemiolégico, base para su debido procesamiento,
y toma de decisiones oportunas, en
concordancia con las demandas de cada servicio de
atencion.

En el marco referencial de logros obtenidos con el
mencionado Convenio, es fundamental destacar la
iniciativa de la formacion de personal técnico con un
nuevo perfil de salud integral denominado: Promotores
Sociales en Salud, dirigido a jovenes procedentes de
comunidades rurales/dispersas e indigenas,
enmarcadas geopoliticamente en estados que
sustentados en una evaluaciéon integral, presentaban
indicadores criticos desde la mirada sociocultural,
econémica y de salud. La idea era contribuir con la
capacidad resolutiva de salud desde un enfoque de
educacion, prevencion, control integral de la salud, bajo
la vision de un sistema de vigilancia epidemiologica
activa. Esta experiencia fue sistematizada en una
publicacion por parte de sus Coordinadores (Garcia
Bailde y Guevara Milady, 2014), donde se puede resaltar
aspectos de interés, referidos a:

El Curso de Promotores Sociales en Salud (con una
duracién de dos afos), certificado por la Direccion
de Docencia e Investigacion del Ministerio de

analisis

Salud; se sustentd conceptualmente en los
principios de un modelo humanista transformador del
POLITICAREGIONAL DE SALUD
Compromlsg/Responsabilidad

Capacitacion

/..

Perfil del promotor social en salud

Organizacion-
ucacion

Vigilancia
Epidemiologica
/

Estratégicas
Etica
Fuente: Coordinacién Curso Promotores Sociales en Salud.
(1993)

Politica de salud distritalimunicipal
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conocimiento, Estudio-Trabajo, articulandose la
produccion del pensamiento critico en salud y el
encuentro permanente del trabajo directo con las
comunidades a través de investigaciones
operacionales, y la conjugaciéon de esfuerzos de un
aprendizaje de trabajo en equipo y de esta manera,
generar estrategias pertinentes en la contribucion de
la situacion de salud en las comunidades.

Se podria enfatizar que la experiencia compartida
con el Doctor Convit en esta fase de su vida, durante
la formacion este personal técnico en cada estado,
resultd un espacio para redefinicion de su enfoque
como investigador y docente, pues cada encuentro
con los estudiantes fue una posibilidad de reflexion.
Igualmente, trajinar e interrelacionarse con las
personas mas humildes de las comunidades, el
compartir de saberes trascendi6 mas alla de la
presencia de Asi, generd
reconocimiento al valor de lo cotidiano como esencia
de las dinamicas e interrelaciones de las formas de
vida y produccion social de las comunidades, donde
cobra un espacio sociolégico significativo, el supuesto
teorico que Mauro Wolf, desarroll6 en forma detallada
en su trabajo Sociologias de la Vida Cotidiana (1994) y
donde expresa la importancia de los encuentros
sociales, como via para establecer interacciones de los
individuos desde sus formas naturales de organizacion
social y sus relaciones de poder.

una endemia. un

DISCUSION

En la lectura de los resultados, aunque presentados
por fases o momentos, puede evidenciarse de manera
global que la trayectoria de vida profesional del doctor
Jacinto Convit, se caracterizd por un genuino liderazgo
integral, sustentado en la responsabilidad, ética,
humanismo, pro actividad de ejecucion en todos los
escenarios recorridos y su cosmovision holistica en la
prestacion de servicios de atencion, a fin de brindar el
mayor beneficio a los grupos poblacionales
prioritariamente mas vulnerables; determinado esto,
por las evidencia de inequidades socio-sanitaria
presentes y limitaciones para su acceso geografico.
Estos rasgos en esencia de ser humano y cientifico,

armoOnicamente vinculados, justifican inscribirlo

como personaje de avanzada, para el momento
histérico transitado.

Bajo estas premisas, se realizo6 el analisis integral de
la trayectoria del Doctor Convit, desde una vision
humana y cientifica, destacando que su
pensamiento/forma de vida, ubico el resaltador de la
salud como valor y calidad de vida de la poblacion,
especialmente aquellas con demostrada evidencia de
vulnerabilidad. De esta forma, materializ6 la
prestacion de los servicios de atencion, a través de la
articulacion permanente de la investigacion cientifica,
docencia y la clinica como un medio para conocer,
analizar y generar respuestas que contribuyesen a la
capacidad resolutiva de salud en estas poblaciones,
tomando en cuenta las dinamicas socio-historicas de
Venezuela. Oportuno el espacio para referenciar,
uno de los investigadores del 1.B. (Martin Sanchez,
2014), quien en un articulo referido a la vida del
Doctor Convit expresa textualmente lo siguiente:
“...De mi experiencia personal con Convit siempre lo
recordaré como un hombre accesible muy humano,
pero de caracter férreol”. respetaba
profundamente a los investigadores que lo
rodedbamos y mas atin nos permitia en su Instituto
desarrollar

Convit

libremente nuestras investigaciones.
Nunca falté el consejo oportuno de su parte cuando se
le consultaba alguna inquietud. Siempre fuimos libres
de decidir la ciencia que queriamos emprender, y
siempre
institucional de su parte. Se sentia orgulloso que

siguiéramos sus pasos y particularmente me alent6 a

contamos con el apoyo personal e

emprender los proyectos que con caracter
transdisciplinario  llevamos  en  leishmaniasis
visceral...”.

Es vital resaltar al menos en sintesis, el enfoque de
la docencia impartida por el Doctor Convit, quien a
pesar de haber recibido una formacion académica
tradicional, no obstante producto de sus vivencias
cotidianas con: el equipo de salud que le acompanaba,
pacientes, estudiantes desde el nivel basico hasta
profesional especialista, asi como la poblacion de
comunidades con las cuales generaba reflexiones de la
salud en forma sencilla, se evidenci6 en él un cambio
estructural de paradigmas para compartir saberes.
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A tales fines, trascendio6 de la vision de la educaciéon
como un evento tradicional o bancario, hacia un
instrumento lineal de transmisién de informacion, tal
como lo sefniala Paulo Freire (1970); asi, de manera
genuina se adentré a una esencia de la educacion
como herramienta transformadora de la salud,
apuntando en todo momento, un
encuentro/dialogo/reflexiobn con cada uno de los
actores sociales, donde de manera muy estratégica a
través de cada uno de sus perfiles académicos,
psicologicos y socioculturales, seleccionaba sus
codigos de lenguaje para facilitar sus mensajes y
contenido.

Este pensamiento proactivo de desarrollo integral
de la vida humana experimentado por el Doctor
Convit, se le puede colocar un sello de originalidad y
de genuino, debido que su formacion médica,
posiblemente no se apoyaba en este tipo de vision de
la salud. Por tanto, contrastarlo con otras miradas de
cosmovisiones de la salud desde otros autores,
encontramos a Restrepo, Luis C. (1996), quien
reflexiona en su articulo El derecho a la salud, sobre el
valor de las relaciones entre los seres humanos, y su
asociacion a la salud.

Si bien es cierto, que el mencionado autor enfoca al
amor entre las personas como una variable relevante
al hablar de la salud, no es menos cierto, que se podria
establecer una similitud al pensamiento y praxis del
Doctor Convit, cuando siempre resaltd la esencia del
valor del ser humano como el norte de sus acciones de
la investigacion cientifica, la docencia y las acciones
de los programas de control integral de las endemias.
En este orden de ideas, es oportuno citar un segmento
de una entrevista realizada a este ilustre ser humano,
en Caracas 14 de Mayo 2014 - Vencer al bacilo y vencer
al prejuicio OPS/OMS, que en uno de sus segmentos
expresa textualmente lo siguiente:

“...una noche recibi un hombre encadenado, lo traian
en un camion custodiado con gente armada. Un pobre
ser que lo Ginico que tenia era lepra. Yo les pedi que lo
soltaran e intenté demostrarles como se sentia esa
persona"..En  ese
comprendieron que tenian a su lado a una persona
diferente de aquellas que les habia maltratado. Fue

momento los enfermos

alli donde el Dr. Jacinto Convit descubri6 que su
mision era ganarse el carifio de aquella gente que
sufria sin consuelo...”

Cuando analizamos estas diferentes miradas de
interpretacion de la trayectoria cientifica y humana
del Doctor Jacinto Convit, podemos tejer un
entramado de relaciones filosoficas y conceptuales,
que ¢él de manera genuina aplicaba. Entre estas
categorias podemos subrayar las manejadas en el
mundo moderno de la comunicaciéon y relaciones
interpersonales, particularmente la referida a la
intersubjetividad. Esta categoria supera la visiéon de las
relaciones subjetivas y lineales entre las personas,
para enfocarse en un plano de encuentro entre
visiones, conocimientos y experiencias, basado en la
valoracion de la esencia del ser humano, a partir de las
cuales entrelaza una red de percepciones de la
realidad, valorizando un
diferentes actores sociales
permanente aprendizaje.

Este atrevimiento en realizar una abstraccion de
visiones filosoficas referente a categorias como la
intersubjetividad, en la praxis cotidiana de un
investigador,
convencional, pareciera descontextualizado desde el
rigor de un analisis cientifico de contenido. No
obstante, nos atrevemos afirmar que en este caso se
rompe esta regla de analisis pues la experiencia directa
con el Doctor Convit nos acerca a establecer dicha
relacion.

En este orden de ideas, solo basta realizar un
ejercicio de memoria y meditar: cuantas veces iniciaba
una conversacion donde en primer lugar se salia del
escritorio para colocarse de frente y con una postura
(lenguaje) corporal, con la mirada siempre fija hacia
nosotros, receptores de su interlocucion, generaba
algunas reflexiones de entrada, tales como, “..He
estado pensando sobre un proyecto xxx y queria
hablar con wusted para ver que piensa al
respecto?; Usted piensa que podemos realizarlo, que
opina?..” Obviamente la riqueza del proceso del
encuentro/conversacion,
capacidad  de

reconocimiento entre

y favoreciendo el

enmarcado en una formacion

se fundamentaba en la

interactuar y contar con
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argumentos/contenidos solidos para alimentar o no, la
aceptacion de la propuesta original.

Para cerrar esta seccion de analisis/discusion, nos

referiremos a otra categoria utilizada de manera
cotidiana por el Doctor Jacinto Convit “..No hay
enfermedades sino enfermos...” la cual utilizaba al
tratar de profundizar e interpretar, la predisposicion y
respuesta de cada individuo frente al proceso morboso
que padecia. En este sentido y de manera genuina,
establecia una diversidad de vinculos condicionantes
que podian determinar el comportamiento del proceso
morbido objeto de estudio. Ejemplo de esto podemos
citar entre sus reflexiones: “... podria deberse a la
respuesta  inmunitaria  individual;
expectativas particulares de vida; o bien, condiciones
socio-sanitarias del entorno donde hace vida el
enfermo; lo cual, puede incidir en la aparicion,
comportamiento y pronostico de la afeccion...”
En el analisis e interpretacion de esta genuina
del Convit,
encontramos estrechos vinculos con el planteamiento
sefialado por el Psicologo Clinico Pefiuela, M. (2010),
en su documento Una vision humanista sobre el campo
de la salud, donde destaca que:

Durante siglos, las propias condiciones de salud-
enfermedad se han contextualizado en torno a un
proceso ideologico; el sabernos sanos o enfermos se
vincula con la idea de estar en el mundo. Esto no
implica que perdamos de vista el origen organico de la
enfermedad, jlos organismos patdgenos existen!; sin
embargo, lo realmente significativo reside en el como
significamos la enfermedad y actuamos frente a ella.
(p.265).

Con dicho planteamiento, podemos reafirmar que
los preceptos establecidos por el Doctor Convit en su
praxis cotidiana asistencial/integral para la atencion de
los enfermos, siempre estuvo solidamente vinculado al
estudio y control del padecimiento, a fin de investigar
el posible origen multifactorial de la afeccion, asi como,
incluir en su adecuada intervencion, la participacion
intersectorial local/nacional. En este sentido, su
accionar profesional tiene vigencia en el presente y nos
sefiala la importancia, del doble reto que tiene el
trabajador en salud que permita promover en el
paciente, la motivacion, conciencia de autocuidado y

formas 'y

cosmovision cotidiana Doctor

participacion en el control/resolucion de su
enfermedad; y de manera paralela, transformarse en
participante activo del desarrollo de una nueva cultura
cientifica sustentada en evidencias y que profundice
sus acciones hacia una praxis consona con la realidad
socio- cultural existente en las comunidades asistidas.

CONCLUSIONES

A la luz de los hallazgos disertados en la indagaciéon
a profundidad de la trayectoria profesional del doctor
Jacinto Convit y valorados bajo una mirada
paradigmatica humanista, podemos inferir que nos ha
dejado un legado de aprendizajes, inscritos en su
dilatada experiencia acumulada de forma holistica y
multidisciplinar, motivado por la basqueda incesante
de respuestas a la problematica de las diferentes
endemias. Es asi como, guiado por su cosmovision
genuina del accionar en salud, desde el inicio de su
actividad asistencial en 1938, abarc6 componentes
claves enmarcados en lo: preventivo-asistencial-
educativo-investigativo y transversados por un
enfoque humanista con acercamiento a la esencia del
ser humano, desde una consulta, el trajinar en las
comunidades, o bien desde su laboratorio.

La estrategia de trabajo integrada desde una visién
multidisciplinar, desarrollada por el Doctor Convit
durante su trayectoria de vida, gener6 un impacto
altamente positivo en el control de las endemias bajo
su responsabilidad. Inicialmente, en la lucha y control
de la lepra, que promovieron la desmitificacion de este
flagelo cargado de mitologias biblicas; busqueda,
tratamiento humanizado y control ambulatorio de los
casos; asi como, la educaciéon Paciente/familia y
reinsercion social de los enfermos controlados.
Apoyados en esta experiencia y de manera progresiva,
hizo posible su replicacion en el control de otras
endemias (Leishmaniasis, Oncocercosis, entre otras).
Igualmente, de manera intersectorial, intervino con su
equipo de trabajo para brindar/recibir el apoyo técnico
nacional/internacional, a través de la participacion
Gubernamentales (OG) y no
(ONG), en el asesoramiento,
formacion de personal y gestion de programas.

con Entes

Gubernamentales
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El' Doctor Convit consider6 el componente
educativo y humanizado de vital importancia en la
lucha y control de las endemias. Evidencia de esto, fue
su primera publicacion realizada en 1941, titulada El
mal de Hansen. Algunas nociones que el publico debe
conocer sobre la lepra, la cual tenia por finalidad
difundir el conocimiento de dicha afeccion, en una
poblacion que vivia en dramaticas condiciones
sanitarias; asi como, resaltar la importancia que tiene
el médico epidemidlogo en realizar educacion sanitaria
para el control epidemiologico de cualquier
enfermedad, para ese momento historico.

Este componente estratégico de forma progresiva
lo profundiz6 e institucionalizo, apoyado con expertos
en la materia, de manera que respondiesen a la
dindmica social y de salud, consona con el momento
historico transitado. Cabe destacar que, producto de
su esfuerzo incansable de educar a los individuos y
comunidades, de manera genuina traslado los espacios
educativos cerrados hacia aulas abiertas, ubicadas en
los escenarios naturales que transitaba, durante sus
visitas a las comunidades; todo lo cual, le permitia el
dialogo ameno, sencillo y enriquecedor con las
personas que interactuaba.

De lo consensuado, podemos inferir que tuvimos la
oportunidad de compartir con un valioso ser humano
de avanzada, protagonista genuino de su cosmovision
holistica de prestacion de servicios de atencion en
salud, cimentada en la ética, humanismo y conciencia
social, la cual fue creando de manera silenciosa pero
oportuna para conocer y analizar en el campo, (una
determinada realidad social y de salud). De esta
manera, generar y presentar propuestas consensuadas
para el desarrollo de lineas de accién, en beneficio del
fortalecimiento del programa integral de control de
endemias que, a su vez, contribuyesen en la
superacion de estos padecimientos e impactar en el
desarrollo integral del pais.

Al cierre del presente articulo, ratificamos nuestro
deseo de rendir homenaje y tributo a un cientifico,
profundamente humano cargado de bien merecidos
epitetos, producto de su sabia y cientifica actuacion,
por mas de 70 afos de trabajo ininterrumpido y en
beneficio de las personas

con reconocidas

vulnerabilidades sociales, residentes en comunidades
con importantes inequidades y desigualdades
sanitarias y geograficas. Igualmente, proponemos que
mas alla de conformarnos con la simple asimilacion
del contenido de este documento, sea posible
propiciar de manera general la estimulacion del lector,
especialmente trabajadores de la salud, a la
redefinicion de los saberes, que contribuyan a un
mayor desarrollo integral en la prestacion de servicios,
desde una mirada de la promocion en salud, cuyo
nucleo principal sea la calidad de vida y el desarrollo
humano integral de una poblacion.
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Educacion medica de calidad
utilizando tecnologias de
informacion y comunicacion:
S0S Telemedicina-UCV

55 aniversario del Instituto de
Biomedicina “Dr. Jacinto Convit”

Jestis Francisco Velasquez Rojas' RESUMEN

jhet\tlglsa%l:gltén :rt/c;unao-onm-5011-97uz La creacion del Instituto de Biomedicina “Dr. Jacinto Convit” en el ano 1965,

coincide con una nueva etapa de estudios médicos en el Hospital Vargas de
Caracas al crearse la Escuela de Medicina “José Maria Vargas”. El diseno inicial
del plan de estudios fue por convenios con la Universidad de Stanford para
lograr mayor calidad del egresado utilizando modernas estrategias docentes.
| . L A pesar de que en la misma fecha surgen las TIC y el internet, sefialadas por
ci%ﬁ?é‘age[{?ewgzddg'lgé' Universidad la UNESCO como herramientas de aprendizaje para crear, diseminar y aplicar

los conocimientos para el desarrollo humano, no fueron incluidas entre
esas estrategias. El desarrollo actual de las TIC y la insuficiencia de docentes,
debe conducir a un cambio paradigmatico curricular e incluir a las TIC
como herramientas educacionales y wuna actualizacion de practicas y
contenidos, de acuerdo a la nueva sociedad del conocimiento y a los retos que
enfrenta la salud de las poblaciones en el siglo XXI. La Facultad de Medicina
de la UCV, a través del programa SOS Telemedicina, ha creado una
infraestructura con la confluencia de factores pedagoégicos, tecnologicos,
médicos y comunicacionales, para uso de TIC en el campo de la didactica de los
saberes médicos, con el fin de mantener la calidad de la educacién médica de
esta casa de estudios.

Palabras Clave: TIC en educacion médica; Calidad de la educacion; Cursos
MOOC; Proyecto ECHO; SOS Telemedicina.

QUALITY OF MEDICAL EDUCATION USING INFORMATION AND COMMUNICATION
TECHNOLOGY: SOS TELEMEDICINA-UCV
54th ANIVERSARY OF THE INSTITUTE OF BIOMEDICINE “DR. JACINTO CONVIT“

ABSTRACT

The establishment of the Institute of Biomedicine Dr. Jacinto Convit in
1965, coincided with a new stage in the medical studies at the Hospital Vargas
in Caracas, with the creation of the School of Medicine Jose Maria Vargas. The
initial plans were design through an agreement with the University of Stanford
with the aim to improve the quality of the graduates, through modern teaching
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strategies. Even though at the same time TIC and internet
appeared, mencioned by the UNESCO as a teaching tool to
create, disseminate and to apply knowledge to the developing
human, they were not included in the strategies. The recent
development of TIC and the lack of teachers, must lead to a
paradigmatic change in the curriculum where TIC must be
included as a teaching tool, and an actualization of the
fieldwork and contents according to the new society knowledge
and the challenges facing public health in the XXI century. The
Faculty of Medicine of the UCV through it program of SOS
Telemedicine, has developed an infrastructure with the
confluence of factors from pedagogical, technological, medical
staff and communication, for the use of TIC in the didactic
medical knowledge, with the aim of maintaining the quality of
medical education at our school.

Keywords: TIC in Education; Quality of Education; MOOC
Course; ECHO Project; SOS Telemedicina.

INTRODUCCION

La fecha aniversario del Instituto de Biomedicina
“Dr. Jacinto Convit”, debe ser recordada por la
comunidad médica nacional y personal de salud
docente asistencial del Hospital Vargas de Caracas
(HVC) y de la Universidad Central de Venezuela
(UCV), ademas, como un antecedente de la creacion
de la Escuela de Medicina “José Maria Vargas” y la
permanencia de dicho hospital como lo que era su
funcién desde el ano 1895, cuando fue establecido
como centro para la ensefianza médica de la Facultad
de Medicina de la UCV (Bracho, 2008).

Y es que al ser aprobado por el  Consejo
Universitario de la UCV el 16 de junio de 1965, a
solicitud de la Facultad de Medicina la creacion de lo
que se llam6 entonces “Centro de Investigaciones
Dermatolégicas de la Facultad de Medicina de la
Universidad Central de Venezuela”, origen del
Instituto que celebra hoy su 55 aniversario, con
adscripcion del Servicio de Dermatologia del HVC, se
disipaban las dudas de lo que se discutia para el
momento, sobre el destino del ya viejo, Hospital
Vargas de Caracas (UCV, 2017).

A pesar de que desde el afio 1985, como ya se ha
dicho, el HVC era el Centro de la docencia y
formacion de los profesionales médicos que
egresaban de la UCV; a raiz del inicio de funciones
en el ano 1958 del Hospital Universitario de Caracas
(HUC) y demas edificaciones de la Facultad de
Medicina en la Ciudad Universitaria, se inici6 el
traslado de catedras, profesores y hasta de la
categoria docente del HVC, al recién construido y

puesto en funcionamiento centro asistencial
(Bracho, 2008).

Algunos emergentes pero visionarios profesores,
entre otros el Dr. Jacinto Convit, alzaron su voz de
alerta ante el exabrupto que se proponia como
destino final de la noble institucion universitaria, para
lograr finalmente que, el Ministerio de Sanidad y
Asistencia Social y la UCV, acordaran mantener la
presencia de estudiantes de medicina para su
formacion practica profesional en el Hospital Vargas
de Caracas durante los dos ultimos bienios, los afos
1958 y 1959, “...reconociendo el valor docente del viejo
Hospital y el deseo de ensenar de los que en él se
habian quedado” (Bracho, 2008).

Justamente fueron esas dos cohortes, quienes
egresaron los anos 1964 y 1965, a la cual pertenezco,
las altimas en completar su formacion clinica en el
Hospital Vargas de Caracas, antes del nacimiento de
la Escuela de Medicina “José Maria
Vargas” (EMJMV), dependiente de la UCV, hecho
que ocurri6 el 24 de septiembre de 1965 (Velasquez,
2008).

Se hace esta referencia porque la formacion de los
estudiantes de la EMJMV, se programé inicialmente
con un curriculo paralelo al que seguian los alumnos
que cursaban en el HUC, luego fue Escuela de
Medicina “Luis Razetti”, sin embargo, entre los
profesores predominaba la tendencia a introducir
cambios en la estructura curricular, a objeto de lograr
la mas alta calidad de la ensefanza, aplicando
modernas estrategias docentes puestas en practica en
otras Escuelas de Medicina del exterior.

Se hizo contacto con profesores de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Stanford, de cuyas
reuniones e intercambios, “..se dio nacimiento a los
mas promisores proyectos educacionales, quedando de
paso establecida una estrecha relacion con la Escuela
Meédica californiana” (Montbrun, 1964).

Con el transcurrir del tiempo lamentablemente esta
relacion se perdio, y se califica de lamentable, porque
como se sabe, los QS World University Rankings que
evalta 3.000 universidades y considera casi 9.000
universidades en todo el mundo para seleccionar las
primeras 400, en el afio 2018-19, posiciona a la
Universidad de Stanford en el segundo lugar después
del Instituto Tecnologico de Massachusetts. La UCV
ocupa el lugar 751 (QS World University Rankings, 2019).
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Las TIC, recurso innovador en educacion

El final de siglo XX y lo que va del siglo XXI se ha
caracterizado por el enorme desarrollo que han tenido las
Tecnologias de la Informaciéon y la Comunicacién (TIC),
y en especial, los avances en la tecnologia del
computador y de internet, puesto a disposicion de los
usuarios a partir del afio 1969, inicialmente, como
canal de informacion en las areas sociales, culturales y
politicas; posteriormente propuesto por la UNESCO como
un mecanismo para crear, diseminar y aplicar los
conocimientos ~ necesarios  para el  desarrollo
humano. Se empez6 a hablar entonces de la Sociedad de
la informacién y del conocimiento (UNESCO, 2005).

Desde ese momento, internet se convirtié en la mas
poderosa herramienta de interconexion en el mundo
en todas las areas. De modo que al dia de hoy,
practicamente no hay un solo ambito de la vida
humana que no se haya visto impactada por este
desarrollo: la salud, la educacioén, las finanzas, los
laborales,

gobiernos, la

comunicaciones, los
etc. El
conocimiento y la informacién se multiplican mas

mercados las

productividad industrial,
rapido que nunca antes y se distribuye de manera
equitativa e instantanea para todo el mundo.

Los hallazgos de la ciencia, nuevos medicamentos y
soluciones, descubrimientos e innovaciones, asi como
las crisis econdmicas, los desastres, las infecciones,
nuevas armas y en general cualquier evento o suceso
mundial, se conoce casi en el momento en que se esta
sucediendo (Castells, 2014).

Para el ano 2013, de 7.700 millones de habitantes
en todo el planeta, internet era usado por 7000
millones de habitantes y segin el estudio publicado
por Hilbert, el 95 % de toda la informacion existente
en el planeta esta digitalizada y en su mayor parte
accesible en internet y otras redes informaticas
(Hilbert y Lopez, 2011).

Dada la importancia de los sefialados avances y las
ventajas que estas tecnologias podian tener para el
desarrollo de los pueblos, en 1998 la UNESCO titul6
su Informe Mundial sobre la Educacion: “Los docentes
y la ensenanza en un mundo en mutacion”. En él se
describe el profundo impacto de las TIC en los
meétodos convencionales de ensefianza y de aprendizaje,

augurando también la transformacion del proceso de
enseflanza-aprendizaje y la forma en que docentes y
alumnos acceden al conocimiento y la informaciéon
(UNESCO, 1998).

Alli se sefiala, entre otras cosas, que con la
incorporacion de estas tecnologias:

1.- El énfasis de la profesion docente cambia desde un
enfoque centrado en el profesor y basado en clases
magistrales, hacia una  formaciébn  centrada
principalmente en el alumno, dentro de un entorno
interactivo de aprendizaje.

2.- Las TIC en la docencia son efectivamente un
elemento clave para lograr reformas
educativas profundas y de amplio alcance.

3.- Las instituciones de educacion docente deberan
optar entre asumir un papel de liderazgo en la
transformacion de la educacion, o bien quedar
rezagadas en el camino del incesante cambio
tecnologico.

4.- Para que la educacion pueda explotar al maximo los
beneficios de las TIC en el proceso de aprendizaje, es
esencial que tanto los futuros docentes como los
docentes en actividad sepan utilizar estas
herramientas.

En mayo de 2011, se presentaron los resultados del
Encuentro Preparatorio Regional de las Naciones
Unidas celebrado en Buenos Aires, en el documento
titulado “Educacion de calidad en la era digital: una
oportunidad de cooperacion para la UNESCO en
América Latina y el Caribe”, asi como el seminario
internacional denominado “Impacto de las tecnologias
de la informacion y las comunicaciones (TIC) en la
educacion”.

Impacto de las tecnologias de la informacion

y las comunicaciones (TIC) en la educacion

En dichos documentos se reconoce que la revolucion
digital es irreversible y que los gobiernos deben ser
alentados a formular politicas con el fin de incorporar
las TIC de manera mas integral en los planes
curriculares y la recomendacion a los gobiernos de la
region en la implementacion de programas e iniciativas
para el uso educativo de las TIC, recogidos en su
version 3 en documento publicado en Francia en 2019
(UNESCO, 2019).

Sin duda, este desarrollo de las TIC y la creciente
produccion y divulgacion de conocimientos en salud,
han impactado profundamente a la educacién médica
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en todos sus niveles: la de pregrado, postgrado y en el
desarrollo profesional continuo.

Las Facultades de Medicina, para mantener los
estandares de calidad de sus egresados, deben
desarrollar nuevas metodologias de la ensefianza que
complementen la tradicional clase magistral, el
laboratorio y la rotacion clinica. Ello implica que
deben cambios curriculares  profundos

que

realizarse
garanticen a los estudiantes de pregrado y
postgrado, la de capacidades de

autoformacion para acceder a la mejor informacion

obtencion

disponible y a las mejores practicas, en las que se
incluyan metodologias y estrategias educativas
basadas en el uso de las TIC, la simulacion, la
medicina basada en la evidencia y el aprendizaje
basado en la soluciéon de problemas médicos, a través
de las cuales se puede alcanzar lo que son tendencias
mundiales para la educacion de los meédicos: la
y el

globalizacion, la interdisciplinariedad

fortalecimiento curricular, en areas como la
investigacion, formacién socio humanistica, ciencias
basicas y salud.

Los egresados de pregrado y de postgrado, para
mantener y mejorar sus competencias clinicas, deben
asumir como un habito de vida, la conjuncién de la
practica médica con la formacion continua. Sus
responsabilidades y capacidades morales y éticas para
mantenerse  informado, se demuestran a  través
del autoaprendizaje permanente. En este sentido, las
TIC son herramientas fundamentales para el logro de
tales objetivos, al permitir la comunicacion entre
universidades y hospitales nacionales o de otras latitudes,
con profesores, otros egresados y sociedades o
asociaciones médicas de diversos paises, para compartir
conocimientos y experiencias que refuercen la calidad

del ejercicio médico.

S0S Telemedicina - UCV, al servicio de la
docencia de calidad

Los argumentos que se han expuesto en el aparte
anterior, son obligantes a pensar en un cambio
paradigmatico en cuanto a la educacion médica
actual. Si se quiere mantener una educacion y
formacion médica de calidad, es necesario incorporar
las TIC como herramienta educacional y una actualizacién

de practicas y contenido, de acuerdo a la nueva
sociedad del conocimiento y a los retos que enfrenta
la salud de las poblaciones en el siglo XXI.

Sumado a esto se agrega una nueva realidad, en
Venezuela. Producto de una confluencia de factores,
40% de los egresados de las universidades nacionales
en la ultima década, ha emigrado. Un porcentaje
similar de profesores ha renunciado a la docencia o se
han jubilado, comprometiendo la formacion de los
nuevos profesionales de calidad que el pais necesita
(Revista Venezolana, 2018). Esta situacion, requiere
implementar nuevas practicas educativas con TIC,

que nos permitan tener a disposicion los
mejores docentes, independientemente del
lugar donde ellos se encuentren. Con la
experiencia adquirida en SOS Telemedicina, se

aprecia que se esta en el momento oportuno para

incorporar estas herramientas en el curriculo
meédico.

Las adversidades que se viven hoy pueden ser
mayores, e incluso por falta de servicios basicos,
transporte o eventos inesperados que dificulten el
traslado de profesores y estudiantes a sus aulas
habituales de formacion, las TIC son una alternativa
para la prosecucion de la actividad académica.

La Universidad Central de Venezuela, viene
trabajando, desde hace mas de quince afios, en la
incorporacion de las TIC a la gestion en educaciéon en
salud, a través del Programa SOS Telemedicina, de la
Facultad de Medicina de la UCV. El programa, propicia
la confluencia de factores pedagogicos, tecnologicos,
médicos y comunicacionales, en un amplio espectro
de estrategias para uso de TIC en el campo de la
didactica de los saberes médicos, con el fin de
contribuir a proteger la calidad de la educacion médica
que siempre ha promovido esta casa de estudios (UCV,
2020).

SOS Telemedicina, propone a través de TIC, mejorar
la capacidad resolutiva asistencial de médicos de
atencion primaria, educar a distancia, transferir
tecnologias a las regiones, desarrollar capacidades y
evaluar los beneficios de la Telemedicina en el pais
(CEPAL, 2013).

Desde el afio 2009, se ha logrado demostrar que

con el compromiso y la participacion de los diferentes
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actores sociales y el uso adecuado de las TIC,

la telemedicina se constituye como una

alternativa, y en muchos casos la u(nica

opciéon, para ofrecer acompafamiento al
médico general y especializado a distancia; asi
como un excelente medio de educacién médica
continua, que apoya a los profesionales de la
salud en su tarea de proporcionar una atencion
en salud de calidad, oportuna y con equidad en
beneficio de los pacientes (CEPAL, 2013).

En ese sentido durante ese lapso, se han
desarrollado numerosos contenidos, sefialados
en la Tabla 1, dirigidos al personal de salud y a
incluidos web,

la comunidad, en portales

paginas web tematicas, libros y revistas

digitales en linea, de acceso gratuito a través
de
contenidos

http://sostelemedicina.ucv.ve. Estos

impactan directamente las

de
extension de la UCV.

funciones docencia, investigacion vy

Tabla 1. Contenidos producidos en SOS Telemedicina.
http://sostelemedicina.ucv.ve

PERSONAL DE COMUNIDAD
SALUD

Revista digital VITAE Videos educativos
Conferencias Portal Sana Sana
magistrales Salud para todos

Video clases Hablemos de...

Video conferencias Micros informativos
Video tutoriales Capsulas de salud
Cursos MOOC

Programa ECHO

En esta publicacion, se tratara solo sobre Cursos
MOOC y Programa ECHO, como una muestra de gran
impacto para la educacion de calidad con TIC, que
adelanta el programa SOS Telemedicina de la Facultad
de Medicina de la UCV.

Cursos M0OOC

Con las Tecnologias de informacién y comunicacion,
y apoyados en la metodologia de Cursos MOOC, la
plataforma educativa SOS Telemedicina cursos en
linea, pone a disposicion del personal de salud,
espacios de comunicacion, informacion, socializacion
y formacion permanente, ofreciendo la posibilidad de
certificar conocimientos a través de la UCV.

Metodologia
Los Cursos MOOC, por sus siglas en inglés Massive
Open Online Course, son una alternativa de

ensefianza y aprendizaje a distancia, en educacion
meédica, que ofrece
de

pertinentes, mediante cursos abiertos, masivos, y en

la posibilidad de capacitar

al personal salud en contenidos dutiles y
linea, completamente gratuitos. Tiene las siguientes
caracteristicas (Cano y Meneses, 2014):

Masivo. La cantidad de participantes es
indeterminada y se requieren metodologias distintas a
las tradicionales para atender las altas demandas de
formacion.

Abierto. El

desarrollados se mantiene en funcién del uso de

resguardo de los contenidos
licencias para cada recurso, sean originales o tomados

de otros autores. Cobra vigencia los recursos
educativos abiertos en esta metodologia.

On Line. Se aprovechan los recursos que ofrecen
los servicios de internet. Se disefian las propuestas
considerando una audiencia diversa. Los tiempos de
conexion son variables.

En su estructura se incluyen video clases,
de

competencia, con contenidos escritos y referencias

desarrolladas  por  profesores reconocida
bibliograficas, video tutoriales, y presentaciones de
completamente descargables y

accesibles al usuario en cualquier momento. El

las  ponencias
participante obtiene la certificacion emitida por el
Programa SOS Telemedicina.

La metodologia establecida para la produccion de
cada curso se realiza en 8 pasos:

Paso 1. Definir tema-especialidad. El equipo de
especialistas determina las necesidades de formacion,
nombra el y se establece:

Coordinador, tema,

especialidad, el topico a tratar, programa y ponentes.
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Paso 2. Elaborar la ficha-resumen. El coordinador
determina la audiencia a la que va dirigido y en
conjunto con el Coordinador educativo, define los
propositos, objetivos y competencias a desarrollar.
Esta informacion completa la ficha-resumen para la
presentacion en la plataforma Web.

Paso 3. Estructurar contenidos. Es el cuerpo del
curso, unidades y lecciones. Cada leccion incluye una
descripcion breve de la misma, sus objetivos,
contenido de la video clase, material de apoyo,
tutoriales, glosario, referencias y evaluaciones. Los
recursos de aprendizaje contemplan imagenes, videos,
audios, presentaciones y documentos PDF.

Paso 4. Grabar video promocional. Video de corta
duracion que permite a cualquier participante que
visite la plataforma SOS Telemedicina, conocer el
contenido del curso.

Paso 5. Grabar video introductorio. Es el video
inicial de la leccion. Se sefialan los contenidos a tratar,
los objetivos, los materiales a revisar, las actividades y
la instruccién de que al aprobar la leccion puede
continuar con el resto del curso.

Video con el
de

introduccién, el

Paso 6. Grabar video clase.

contenidode cada leccibn de 18 minutos

duracion conformada por una
desarrollo de la leccién y un cierre.

Paso 7. Grabar tutorial. Si la leccion lo requiere. Se
importancia del

procedimiento a demostrar, asi como el paso a paso

elabora un guion que incluya:
que conlleva la ejecucion del mismo.

Paso 8. Incorporar el curso a la plataforma
tecnolégica. Previamente, los profesores realizan una
simulacion para garantizar la validacion de la
informacioén y las funcionalidades del curso.

La plataforma cuenta actualmente con 19 cursos
con temas incluidos en los programas de estudios
médicos de la Facultad de Medicina de la Universidad
Central de Venezuela. Se sefialan por especialidad en
la Tabla 2.

Todos ellos estan a la disposicion del personal de
salud con acceso gratuito a través de la direccidon
http://sostelemedicinacursos.ucv.ve.

El resumen general de los cursantes es el siguiente:
Cursantes inscritos: 2999 registros;

Cursantes Activos: 207 registros

Tabla 2. Cursos realizados hasta el 01-07-2019

Ginecologia y Obstetricia 8
Control prenatal

Salud sexual y reproductiva

Hemorragias en el embarazo

Actualizacion en métodos anticonceptivos
temporales

Trastornos hipertensivos del embarazo

Parto pretérmino

Infecciones en el embarazo y puerperio

Consulta prenatal para personal de enfermeria

Pediatria 7
Consejeria en Lactancia Materna

Nutricion y otras recomendaciones a la madre
que amamanta

Atencion al recién nacido normal

Vacunas - Primer curso: Generalidades,
calendario y vacunas por via oral

Vacunas antivirales

Vacunas antibacterianas

Coémo resolver los problemas de la madre que
amamanta

Infectologia 2
IAAS: Prevencion y 1iesgos
IAAS: Procedimientos y condicion del paciente

Inmunologia y Oncologia

Tecnologias de Informacion y comunicaciones 1
Total 19

Cursantes Reprobados: 155 registros
Cursantes que han reiniciado un curso 57 registros

Proyecto ECHO

El proyecto ECHO por sus siglas en inglés,
Extension for Community Healthcare Outcomes, es
programa innovador desarrollado en la
Universidad de Nuevo México, Alburquerque-USA,

para educar y dirigir el tratamiento de pacientes con

un

patologias cronicas y complejas en areas rurales,
distantes o desatendidas.

Este proyecto se inicia en Venezuela partir del 16
de mayo, 2016, cuando en el Consejo Ejecutivo de la
Universidad de Nuevo México, acuerda otorgar el
derecho para llevar a cabo actividades del Proyecto
ECHO en Venezuela a través del Programa SOS
Telemedicina de la Facultad de Medicina de la UCV
(Proyecto ECHO, 2016).
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Este proyecto se desarrolla, desde diciembre de
2016, dirigido al personal de salud, manteniendo
espacios de informacion, analisis y discusion de
temas médicos a través de la presentacion de casos
clinicos reales y complejos como si se estuviera en
una revista clinica.

Metodologia

Las sesiones de presentacion de casos clinicos
(Teleclinicas) son coordinadas por un médico
especialista (o un equipo de especialistas) en el tema
establecido previamente. Los médicos interesados en
presentar y discutir casos clinicos, contactan al
coordinador para programar la teleclinica.

En esa actividad, los médicos de atencion
primaria, residentes, especialistas, se conectan por
Internet con los especialistas invitados por el
coordinador y presentan casos complejos que
requieren la orientacién de un experto.

Se discute el caso entre los participantes y se
hacen las recomendaciones.

Al cierre, uno de los especialistas hace una
breve revision del tema tratado (Didactica)

La repeticion de esta metodologia genera en los
equipos de salud nuevos conocimientos y
competencias que les permiten tratar por si
mismos diversas patologias.

La presentacion de los casos se hace de manera
sencilla, en 5 minutos, a través de diapositivas que
reflejan el motivo de consulta, antecedentes,
conducta, evolucion, plan de trabajo, incluyendo
examenes de laboratorio y otros paraclinicos de
interés.

Los médicos tratantes responden las
preguntas relativas a la enfermedad del paciente, y
los expertos discuten y tratan los problemas relativos
al tema.

A través de la tecnologia y con la discusiéon de
casos clinicos se establece un puente entre los
médicos especialistas de las universidades y los
médicos generales de atencion primaria. Con las
Teleclinicas, se persigue:

1.- Trasladar el conocimiento en lugar de los pacientes
o aprendices.

2.- Democratizar el conocimiento médico.

3.- Ofrecer la mejor atencion en salud a las personas
de menos recursos.

En la tabla 3 se senala el resumen general de las
teleclinicas realizadas, a las cuales se conectan
cursantes de postgrado y sus profesores asi como

grupos de estudiantes y especialistas que participan
activamente en las reuniones realizadas.

Hasta la fecha se han realizado 53 teleclinicas Por
especialidades son:

ECHO Pediatria. Crecimiento talla baja. 26
teleclinicas, los primeros viernes de mes

ECHO Obstetricia. Embarazo de alto riesgo. 23
teleclinicas, los segundos viernes de mes

ECHO Infectologia. El paciente con infecciones. 06
teleclinicas, los Gltimos viernes de mes.

Con el uso de la app ZOOM, descargada en
computadoras, tableta o equipo androide, es posible
unirse a las teleclinicas con las siguientes direcciones:

Embarazo Alto Riesgo ID:2776427786

Pediatria 1D:6093459417

Infectologia ID:7228505879

Las didacticas de cada caso presentado, asi como la
discusion  generada durante la  presentacion
son grabadas y colocadas en el canal de SOS
Telemedicina con acceso libre a través del
enlace http://sostelemedicina.ucv.ve/echo/

Tabla 3. Actividad general de las teleclinicas. Casos
clinicos y participantes

Teleclinicas ECHO
Total teleclinicas 53
Casos Clinicos 59 casos
(49 presentadores)
Didacticas 44 didacticas

(25 presentadores)
Embarazo de alto riesgo
21 teleclinicas — 720 participantes
27 casos clinicos - 16 didcticas
Crecimiento y Talla baja
26 teleclinicas - 1186 participantes
28 casos clinicos - 26 didacticas
Infectologia
6 teleclinica - 1096 participantes
4 casos clinicos - 2 didacticas

CONCLUSIONES

El logro de las metas de salud de los sistemas
sanitarios debe contar con profesionales bien
formados, actualizados y entrenados, en la asistencia.
prevencion y promocion de sistemas de vida saludable.
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La educacion médica continua (EMC) de los
profesionales que conforman el equipo de salud
permite optimizar la experiencia, y prestar una
atencion de calidad, seguridad y eficiencia a los
pacientes.

SOS Telemedicina de la Universidad Central de
Venezuela representa una alternativa de educacion
médica continua, a través del desarrollo de programas
en linea con el uso de las TIC que permiten la
actualizacion en contenidos en salud, validos y
confiables por
universitarios.

La UCV a través de la Facultad de Medicina,

gestiona permanentemente de manera permanente la

avalados profesores y expertos

innovacioén, utilizando las tecnologias de informaciéon

y comunicaciéon como vehiculo trasmisor del

conocimiento en salud.
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Dermatologia del nuevo milenio:
i Futuro o ya esta aqui?

. . 1 RESUMEN
Lulay Rivera Pineda
draZUlaYriYem@gmail-CUm Hablar de la Dermatologia del nuevo milenio, es hablar de los cambios
https://orcid.org/0000-0002-1278-6691 generacionales que ha vivido la humanidad, pues la medicina se ha ido

adaptando a nuevas enfermedades, su manejo y evolucion. Al mismo tiempo las
enfermedades dermatolégicas que siempre han estado presentes a lo largo de
todos estos anos, también se presentan hoy, pero con patrones
clinicos diferentes porque ocurren en humanos diferentes, en humanos
del nuevo milenio. En este trabajo revisaremos los  cambios
transcendentales en el desarrollo de una consulta dermatolégica, los
'Facultad de Medicina, Universidad avances tecnolégicos y sus aplicaciones en medicina principalmente en
dermatologia. Veremos como la realidad aumentada, la realidad virtual e
inteligencia artificial dia a dia estan cumpliendo un rol fundamental en la
Unidad Médico Estética Laser UNIMEL. educacion y practica médica, como la llegada de las redes sociales ha
Caracas, Venezuela. revolucionado la historia de laconsulta, el target de los pacientes y la
modificacién de los canales de comunicaciéon e informacién a nuestros
pacientes. Las redes sociales tienen como pilar fundamental la
transmision de informacién estimulando las emociones de los seguidores o
usuarios, que al final de la cascada seran nuestros pacientes, y es que las
emociones juegan un rol importante en la expresion de lesiones dermatologicas
de diferentes patologias y cémo modificando los escenarios sensoriales la
experiencia de una consulta o cirugia puede ser completamente diferente.

Central de Venezuela.

Palabras Clave: dermatologia del nuevo milenio; redes sociales; nuevas
tecnologias; teledermatologia; factores emocionales.

DERMATOLOGY OF THE NEW MILLENNIUM: FUTURE OR IS ALREADY HERE?

ABSTRACT

Talking about Dermatology of the new millennium means to speak about the
generational changes that humanity has undergone, since medicine has been
adapting its management and evolution to new diseases. At the same time, the
diseases that have always accompanied us, dermatologists, throughout all these
years still appear but with different clinical patterns because they occur in
different humans, in humans of the new millennium. In this work we will review
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the transcendental changes in the development of a
dermatological consultation, technological advances and their
applications in medicine, mainly in dermatology. We will see
how the augmented reality, virtual reality and artificial
intelligence day by day are fulfilling a fundamental role in
medical education and practice, as the arrival of social networks
has revolutionized the history of consultation, the target of
patients and the modification of communication and
information channels to our patients. Social networks are a
fundamental pillar for transmission of information by
stimulating the emotions of followers or users, which at the end
of the waterfall will be our patients, and that is why emotions
play an important role in the expression of dermatological
lesions of different pathologies and how modifying sensory
scenarios the experience of a consultation or surgery can be
completely different.

Keywords:dermatology of the new millennium; social networks;
new technologies; teledermatology; emotional factors.

INTRODUCCION

La atenciéon médica en especial en el area de la
dermatologia se ha ido adaptando a la nueva era
digital, poco a poco con el paso del tiempo cada dia
aumenta el uso de herramientas o aplicaciones, que
permiten visualizar el mundo real a través de
dispositivos tecnolégicos con informacion grafica
precisa, ganando aceptaciéon y terreno en el campo
de la medicina, no solo para ser aplicadas en el area
educativa si no también durante la practica médica,
enfatizando que el pilar fundamental de la medicina
moderna no es aprender a curar si no a evitar que
las personas se enfermen, obligando a todos a un
cambio transcendental de paradigmas y dar paso a la
dermatologia del nuevo milenio, de la nueva era.

Cambios generacionales
La humanidad ha sido clasificada por generaciones,

las cuales estan debidamente acotadas e
identificadas, lo que ha permitido conocer vy
establecer los limites generacionales, para los

investigadores en sociologia y antropologia, de cémo
reaccionan o interactuan las distintas generaciones
con los cambios sociales, econémicos y tecnologicos.
Sin embargo, algo mucho mas importante ha sido el
estudio de las nuevas patologias generacionales e
incluso la forma de como han variado en el tiempo
las patologias ya conocidas, tanto en la forma como
se evaltian, diagnostican y se presentan en cada una

de las generaciones.

Hoy en dia los dermatologos estan inmersos en un
nuevo concepto de salud, de factores de riesgo que
han cambiado, porque también han cambiado la
forma de relacionarse los pacientes y sus actividades
diarias (Wollina, 2008). En el afio 2020 la mayoria de
los médicos pertenecen a la generacion X, un
porcentaje a la Baby Boomers y un porcentaje a la
generacion Millenial, lo que ha implicado que estas
dos primeras generaciones debieron o deben aprender
a migrar de lo analégico a lo digital, tener una mayor
adaptacion a los cambios y en especial a los cambios
tecnologicos, con el uso exponencial de mas teléfonos
inteligentes, apps y software actualizados, en cambio
los de la generacion millenial quienes son los nacidos
en la era digital se enfocan mas en la inmediatez.
Muchos estudios se han enfocado en conocer el perfil
del estudiante de medicina el cual ha ido cambiando
en el tiempo. Por ejemplo,en un estudio en el cual
participaron 50 residentes, se demostré que la mitad
de los mismos estaban satisfechos con el programa
de residencia. Sin embargo, la insatisfaccion alcanzo
el 40% en el volumen quirargico y el 80% en la
tutoria. El estudio reportdé que el 62% de los
residentes no se sienten confiados en realizar
cirugias, después de la residencia, por ende la mayoria
cree que es necesaria una especializacion; un alto
porcentaje de los residentes creen que la
compensacion financiera disminuira con el tiempo,
pero las preocupaciones con el reembolso son bajas; y
gran numero de los residentes estan preocupados,
porque podrian herir a los pacientes, pero solo dos
tercios estan satisfechos de trabajar con pacientes.
(Lafraia et al., 2019).

Transformacion digital

La globalizacién cada dia es mayor, hoy en dia son
mas las personas que adquieren una telefonia movil y
portétiles, es increible ver en los reportes de Hoosuite
del 2019; en Venezuela de un total de 32,58 millones de
habitantes el 95% son suscriptores de telefonia
movil, un 60% son usuarios de internet, el 40% son
usuarios activos de las redes sociales y el 30% se
conectan a sus redes sociales por medio de su
telefonia movil 2.0. Lo que nos habla de la
transformacion digital que va escalando y calando en

27 | Tribuna del Investigador [Vol. 21, No 2, 2020



Dermatologia del nuevo milenio: ;Futuro o ya estd aqui?

un mayor numero de personas y como esta
transformacion es aceptada dentro de la poblacion,
adentrandose en la cotidianidad y en lo que antes
para muchos era imposible ya hoy es una realidad.
Uno de estos ejemplos, muy bien conocido, es el
cambio de las consultas médicas presenciales hacia
una nueva modalidad que es la consulta por video en
vivo con el paciente, separado tan solo por una
pantalla del computador, lo que se conoce como la
“Tele Esta

incorporado como una de las formas, de poder

dermatologia”. modalidad se ha
acercarse y atender a los pacientes, siendo cada vez
mas aceptadas y usadas entre los dermatoélogos y
generando una mayor confianza para los pacientes.
Un estudio publicado en el 2018 revela que en los
ultimos 5 anos las consultas por correo electronico u
otra plataforma en linea se han duplicado, y que las
mismas mas que remplazar la consulta presencial
representan un complemento en la atencion del
paciente (Fernandez Garcia et al., 2017).

Actualmente en el area de la dermatologia en
particular, se conocen tres entidades de las consultas
en linea, la teledermatologia en tiempo real, la
teledermatologia de almacenamiento y reenvio, y la
que combina elementos de las dos anteriores que se
conoce como la teledermatologia hibrida. Habiendo
extensiones como la  teledermatoscopia, la
teledermatopatologia o telecitologia. Convirtiendo asi
la comunicacion en linea en una modalidad atil y
necesaria para nuestra era, con un crecimiento
exponencial pero también con muchas inquietudes
acerca de si los diagnosticos son acertados y si los
pacientes se sienten tranquilos y a gusto con la
consulta, lo cual fue corroborado en diversos estudios
demostrando que si existe una buena satisfaccion del
paciente 'y concordancia diagnostica de la
teledermatologia en comparacion con las consultas
cara a cara. La teledermatologia puede ser una
herramienta eficaz de triaje, reduciendo los tiempos
de derivacion, incluso en neoplasias malignas
cutaneas, especialmente en combinacion con la
teledermatoscopia. Si bien la teledermatologia implica
cldsicamente la dermatologia ambulatoria, los
estudios han demostrado que también puede ser una

herramienta eficaz y Gtil en el contexto de la

dermatologia  hospitalaria. La  teledermatologia
también se ha encontrado util en el seguimiento de
enfermedades crénicas de la piel (Kips et al., 2019;
Nicholson et al., 2020; Pasquali et al., 2020).

Para los dermato6logos la revolucion digital no solo
esta implicada en la hora de la practica médica sino
también en el cambio de adquisicion de
conocimientos durante la carrera de medicina y sus
diferentes postgrados, en donde ya estan inmersa
muchas de las variantes tecnologicas existentes como
la realidad virtual, la realidad aumentada, la
simulacion e inteligencia artificial, lo que conlleva a
que el médico cambie su forma de aprender y
practicar, pero asi mismo de ejecutar su consulta. Ya
pasamos de ser un médico “sabio” por un facilitador y
acompafiante, que ayuda a coordinar las multiples
facetas de la atencion del paciente (Fernandez Garcia
etal, 2017).

El desarrollo de dispositivos de realidad, permite
combinar la informacién médica como datos de las
ciencias basicas, epidemiologicos, y técnicas
quirargicas, para ser visualizadas de forma mas clara y
amigables, utilizadas con gran éxito en areas como
neurocirugia, cirugia general, donde el estudiante o
meédico especializado puede obtener destrezas de
forma mas rapida, claras, y precisas otorgando
seguridad al cirujano y disminuyendo las tasas de
riesgo quirtrgico en vivo (Huang et al, 2018). La
realidad aumentada (RA) no es mas que la integracion
de una imagen virtual en un espacio o entorno real 3D
en tiempo real. Hacer que los usuarios vean un mundo
que tiene un entorno real y generado por los graficos
de la computadora en una escena real. La realidad
virtual (RV) ofrece a los usuarios un modelo 3D virtual
real e interno para construir un mundo virtual
tridimensional, aparentemente verdadero a los ojos
del usuario. Recientemente, la RV también disefi6 la
pantalla de montaje en la cabeza, con gafas especiales
para cubrir la vision circundante del usuario para
lograr la situacion de interaccion (Huang et al., 2018).
Una de tantas aplicaciones de RA y RV es Touch
Surgery, que puede ser descargada en celulares,
tabletas y pc, permitiendo al médico practicar desde
un ordenador, por ser un simulador computacional en

tiempo real, es la primera plataforma de analisis y
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almacenamiento de video con inteligencia artificial del
2020). El estudio de
materias basicas y esenciales, como anatomia, se ha

mundo (Dickinson y Bass,

ido ajustando a los cambios tecnologicos, lo que
conlleva a los dermatoélogos a la necesidad de conocer
y estudiar la anatomia en especial la craneo cérvico
facial de forma mas tecnoldgica y desde la comodidad
de su casa o de su consultorio, dado que el nimero de
procedimientos y tratamientos estéticos, quirtrgica
minimamente invasivos, cobran mayor importancia.
En especial porque cada dia los pacientes desean una
pronta recuperacion y tiempos de reposo mas cortos,
conllevando a una disminucion de los procedimientos
quirargicos invasivos. El conocimiento exhaustivo de
la anatomia, ha demostrado que disminuye el nimero
de de
procedimientos;

bioestimuladores cuya aplicacion ha ido creciendo,
dejando a un lado a la cirugia invasiva. Ya en algunas

tasas complicaciones  durante los

principalmente los rellenos 'y

universidades se ha incorporado el uso de realidad
virtual como en la Universidad de medicina de Taipei
donde se ofrecen clases de Anatomia con Realidad
Virtual con cascos HTC vive pro VR (Cheung et al,
2020; Zafar y Zachar, 2020).

En estudios recientes se ha verificado que el
aprendizaje a través de RV o RA es tan efectivo como
el usado en las aplicaciones de tabletas. Un estudio
llevado a cabo en 59 estudiantes quienes usaron RV y
RA, demostré ser efectivo, y es un medio para
complementar la educaciéon en anatomia, ademas de
promover beneficios

como mayor inmersion y

compromiso del alumno que cuando se usan
aplicaciones por tabletas (Moro et al, 2017). Otro
estudio explor6, como influyen los canales de
aprendizaje de cada individuo, si son mas visuales o
de

conocimientos cientificos en la RV es mas atractiva a

auditivos, evidenciando que la retencion

través del mecanismo de presencia espacial, es decir el
de debe
modalidades visuales, y en la RA parece ser un medio

disefnio contenido educativo integrar
mas efectivo para transmitir informacion auditiva a
través de la via de la presencia espacial, posiblemente
debido a las mayores demandas cognitivas asociadas
con las experiencias inmersivas (Huang et al., 2019). La

dermatologia como un campo médico predominantemente

visual tiene una gran oportunidad para emplear la RA/
RV con inteligencia artificial (Obagi et al., 2020).
Existe experiencia de como el uso de RV disminuye
de forma significativa la ansiedad de los paciente
sometidos a cirugia de Mohs, y se incrementa
susatisfaccion con la experiencia quirargica (Higgins
2019).

herramienta de RA para la reconstruccion 3D de las

et al, También se ha desarrollado una
venas subcutaneas, de la superficie de la piel de la
mano, en tiempo real y proporcionar informacién
sobre su ubicacion y profundidad, con alta precision
de 0,25 mm, logrando reducir la tasa de falla y el
tiempo requerido en la inyeccion intravenosa de las
venas (Ai et al., 2016).

Ya existen algoritmos basados en Inteligencia
Artificial (IA) que son mas precisos para reconocer
lesiones dermatolégicas y el monitoreo de los
tratamientos. La A es una ciencia informatica que
implica crear programas que tengan como objetivo
reproducir conocimientos humanos y el analisis de
(Hogarty et al, 2019).

cominmente analizan y clasifican

datos complejos Las
aplicaciones
imagenes, sin embargo, otras herramientas como las
calculadoras de evaluacion de riesgos estan cada vez
mas disponibles (Gomolin et al., 2020). Los ultimos
avances de JA en dermatologia han sido en la
deteccion temprana y oportuna de cancer de piel
tanto para carcinomas no melanoma y melanoma,
como para lesiones benignas y premalignas, las
imagenes de las lesiones dermatoscopicas o no,son
divididas en pixeles individuales para el analisis. Se
han usado para predecir la complejidad de la cirugia
micrografica de Mohs procesando valores numéricos
en varias secuencias y extraer tendencias de datos
como la clinica inicial, las dimensiones del tumor y la
edad del paciente (Gomolin et al., 2020; Hogarty et al.,
2019). El uso de herramientas de IA para evaluar
calidad de vida de los pacientes con psoriasis y su
clasificacion al reconocer la gravedad de las lesiones
por
especialmente con las terapias biologicas permite

imagenes, su evolucibn con el tratamiento
predecir la efectividad de los tratamientos,a través del
analisis de variables como peso, edad del paciente en
la consulta inicial (Gomolin et al., 2020), coexistencia
de enfermedades comoérbidas, permitiendo determinar
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el posible diagnostico y estadio (Hogarty et al., 2019).
En dermatitis atopica se plantea, que tiene un
potencial como complemento, para el diagnostico
clinico e individualizado de los pacientes, ayudando a
estandarizar y reducir los tiempos de evaluacion de los
2019). En
enfermedades inflamatorias, como acné. Seité y col

pacientes (Hogarty et al, otras
(2019); desarrollaron una herramienta para teléfonos
inteligentes que permite la clasificacion del acné, en
hiper

pigmentacion post inflamatoria. Asi como para otras

acné no comedoénico, inflamatorio e
patologias como en dermatomiositis. También se han
desarrollado analisis de imagenes de ultrasonido
muscular, lo que permite diferenciar entre musculo
normal, dermatomiositis, polimiositis y miositis de
cuerpos de inclusion con un rango de precision de
76,2 a 86,6% (Burlina et al., 2017).

Existen aplicaciones para medir los limites precisos
de las ulceras y heridas para poder precisar sus
dimensiones, el progreso con el tratamiento, asi como
determinar la presencia de tejido de granulacion,
desprendimiento y necrotico, y en otras permite
predecir el riesgo de desarrollar ulceras de presion
(Gomolin et al., 2020).

En onicomicosis se ha aplicado con gran éxito para
poder realizar el diagnéstico virtual de la patologia. El
mismo puede ser realizado por la poblacion general,
evidenciando que  existe un  acercamiento
estadisticamente significativo entre el diagnostico
virtual y el realizado por un dermatélogo. Algunos de
estas herramientas son asequibles para usar en
teléfonos inteligentes asi poder ser aplicadas en el
entorno social e individual.

En la edicion 2019 de Viva Tecnology, se presentaron
3 grandes aplicaciones de la Inteligencia Artificial y
RA, como la del grupo L'Oreal quienes disefiaron un
del Cabello (Virtual HairAdvisor)
comandado por la voz, en conjunto con la compania
Modi
virtualmente diferentes coloraciones del pelo, y recibir

en tiempo real los consejos de los profesionales.

Asesor Virtual

Face, el cual permite al usuario probar

Seguida de la aplicacion por parte de Vichy la cual fue
co-desarrollada con dermatologos. Esta aplicacion
permite analizar las caracteristicas de la piel facial a
través de una fotografia tipo selfieu (autofoto) y

detectar 7 signos del envejecimiento como arrugas
debajo de los ojos, falta de firmeza, lineas finas, falta
de luminosidad, manchas oscuras, arrugas profundas
y poros, esta aplicacion llamada Skin Consult Alby
Vichy; analiza mediante un algoritmo de IA una
imagen y la coteja con su base de datos, indicandole
al usuario cuales con los puntos a tratar o aspectos a
mejorar, ofreciéndole asesoramiento personalizado y
recomendando una serie de productos de su marca.
Asi mismo, la Roche-Posay, lanzo al mercado un
pequerio “wearable” sin bateria "My Skin Track UV",
es un dispositivo de 12 mm de ancho y 6 mm de alto
resistente al agua, tiene un clip para ser enganchado
en la ropa o cartera, el cual mide los rayos UVA/UVB,
la humedad, la polucién y el polen del entorno, estos
datos son enviados al celular via bluetooth, almacena
registros durante tres meses y ofrece consejos
personalizados.

Otra aplicacion de la TA muy util para los
dermatoélogos son las app que miden el indice de
radiacion ultravioleta, las cuales usan la ubicaciéon de
la persona por el GPS del celular o tableta, e informa
en tiempo real los niveles de radiacién, y de acuerdo
a su foto-tipo. registrados
muestran informaciéon sobre el uso de protectores

Datos previamente
solares, ropa con proteccion y consejos del cuidado de
la piel. Las diferentes aplicaciones o herramientas
generadas por RA/RV e A pueden potenciar a la
poblacion en general a tomar conciencia sobre los
cuidados de su piel, seguimientos de sus patologicas
dermatologicas, medir su calidad de vida, pero al
mismo tiempo se podria infundir una falsa sensacion
de seguridad si la lesion es catalogada como benigna
(Hogarty et al., 2020). La IA como todo método debe
estar pero
lamentablemente a diferencia de otras ramas de la

estandarizado, en dermatologia
medicina, hay muchos aspectos que no lo estan, por
lo que puede dar una variabilidad infinita de

posibilidades (Gomolin et al., 2020).

Evolucion de la consulta dermatoldgica

La intervencién tecnoldgica en dermatologia, no sélo
llega hasta las aplicaciones digitales, en estos
momentos la Organizacién Panamericana de la Salud

(OPS) identifica a los Registros médicos electréonicos
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(RME) como parte fundamental de la estrategia de e-
Salud en las Américas. Los RME también Ilamado
Expediente Clinico FElectronico o Historia Clinica
Electronica, que no es mas que la historia clinica
registrada en formato digital. Este sistema digital de
historias propone una solucién potencial para muchas
de las problematicas que se presentan en los sistemas
de salud a nivel mundial y poder incorporar el uso de
las herramientas de telemedicina, asi como el manejo
de la Big data,
diferentes aplicaciones, el analisis avanzado de los
datos, y el por
profesionales de la salud (Benke y Benke, 2018).
La cultura de Big Data abarca los sistemas

para descubrir el beneficio de las

aprendizaje automatico los

ciberfisicos, la computacion en la nube y el Internet
de las cosas (I o T), también conocido como Industria
4.0. Estos sistemas de procesamiento de datos
masivos tanto estructurados o no, a menudo implican
niveles significativos de automatizacion de procesos
(Benke y Benke, 2018).

Una de los enfoques en donde el analisis de Big
Data ha sido pionero es en el andlisis de datos
epidemiologicos que permite reconocer por patrones y
analisis de datos mediante el seguimiento de

consultas en linea sobre los sintomas de la
enfermedad y predecir la propagacion de epidemias
(Benke y Benke, 2018; Deiner et al.,, 2016). Se ha
planteado también el uso del analisis de Big Data en la
medicina de precision, donde la seleccion del paciente
se basa en el perfil de su ADN y permite dirigir el
tratamiento a seguir, aunque uno de los desafios del
uso de los datos del ADN individual son los aspectos
relacionados con la privacidad genética, pues esto
sigue siendo un aspecto controversial en la ética
médica (Benke y Benke, 2018). Por ello los estudios a
gran escala y el analisis de Big data, proporcionaran
resultados genotipicos y fenotipicos mas precios que
las investigaciones de casualidad (Benke y Benke,
2018).

El anélisis de la Big data también puede derivar de
las diferentes redes sociales existentes, es por ello que
la tecnologia se sigue fusionando y formando una gran
red de herramientas para la actualizacion delos
dermatologos de la nueva era, y es que el uso de redes

sociales no solo por parte de los pacientes sino

también por parte de los profesionales de la salud, de
los centros médicos hospitalarios publicos y privados
se han tenido que adaptar a las nuevas tendencias
digitales. Las redes sociales en dermatologia han
modificado de forma radical la forma de informar, de
dar a conocer los tratamientos, procedimientos con
resultados, y cuales son los avances en la medicina,
en este caso son las redes sociales especializadas, las
cuales tienen un objetivo especifico que es la
interaccion paciente y/o profesionales, pero también
tiene el poder de involucrar, educar y empoderar a los
pacientes quienes se mantienen en una constante
bisqueda de informacion de calidad y vanguardista,
ademas en la actualidad las sociedades se van creando
imagenes estereotipadas sobre tendencia de moda,
belleza y salud, lo que impulsa a buscar los
tratamientos o procedimientos que estén en boga en
esos momentos, por ello en los ultimos afos ha
habido un cambio de los pacientes que acuden a las
consultas, con mayor numero de pacientes de la
generacion millenial quienes son los que estan mas
familiarizados con las redes sociales y mas aun con el
constante uso de tecnologia movil, la tendencia
actual de tomarse una foto de perfil o selfie, con su
subsiguiente modificacion por filtros para lograr el
cambio facial tanto de forma como textura, hasta
eliminar imperfecciones cutaneas lo que conlleva a
que el cliente este en constante evidencia de sus
virtudes o imperfecciones, especialmente faciales y
de buscar ayuda o asesoramiento con especialistas de
la piel para logar los cambios necesarios, que en
algunos casos puede superar las expectativas reales,
ademas desean tratamientos

que emplear

minimamente invasivos y no realizarse
procedimientos quirtrgicos definitivos (Balatsoukas
et al., 2015; Taberner, 2016). Es importante destacar,
como lo plantea Taberner (2016), que el uso de la
tecnologia y redes sociales expone ciertos riesgos que
deben valorarse y estar atento como son los codigos
de la practica médica, el peligro de la reputacion
digital y la saturacion de los canales informativos de

noticias o correos a los pacientes.

Marketing digital

Las redes sociales llegaron para quedarse, y es hora
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de aprender a usarla y manejarla, por ello muchos
documentos hablan sobre la importancia que las

cuentas sean Completamente organicas, que

demuestren la vida real y casos inéditos, donde el
manejo de las emociones esta implicito. Las
emociones son y seran el pilar fundamental para la
de humanos, permite

relacionarse y mantener una vida equilibrada. En

convivencia los seres
estudios se demostr6, como podemos influir en las
percepciones sensoriales durante la practica médica,
pasando de la musica para relajar y tener pacientes
mas tranquilos a la hora de una cirugia (Whitehouse et
al., 2017) asi como un lugar calido, limpio, y con
aroma ambiental, forman ahora una cultura de
experiencia solicitada por el paciente cuando acude a
una consulta médica (Tkachenko et al., 2019).

Algo esencial son las imagenes que se usan en redes
sociales, y esto no es de ahora. Por ejemplo, Carr y col

(2008), estudiaron como los mensajes e imagenes de

los medios de comunicacion tanto los viejos como
peliculas, television y musica, asi como los nuevos;
internet, RRSS, correo electréonico, blog, etc., dan
forma a las diferentes percepciones de los aspectos de
la vida cotidiana de los pacientes. Por eso es de suma
importancia lo que actualmente se esta publicando en
cada uno de los medios de comunicaciéon porque no
solo puede ser una influencia positiva sino también
negativa para el publico en general como perciben su
imagen, vida, su trabajo hasta sus diferentes estados de
animo, relaciones inter-personales y las comparan con
las que se les presentan en los diferentes medios
audiovisuales (Anixiadis et al., 2019). Es por esto, que
para la dermatologia, siendo una rama donde las
lesiones o manifestaciones de una patologia se pueden
ver facilmente reflejadas en la piel; el empleo de
medios visuales son de gran ayuda si se trabajan y
de adecuada,
informacion confiable y cientificamente comprobada.

presentan forma transmitiendo
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Figura 1. Diferencias generacionales en el abordaje a la salud segun adaptacion a nuevas tecnologias.
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Por ultimo y no menos importante se encuentran
las emociones que se generan a través del tacto,
recordando que la piel es el 6rgano mas grande del
cuerpo humano y una de sus grandes funciones es el
poder captar los estimulos sensoriales en especial del
tacto, cambios de temperatura y su interrelacion con
las funciones afectiva/emocional que se manifiesta en
la piel de muchas formas, en especial como dolor o
picazén si hay injuria en la piel o resequedad hasta
incluso rubor, enrojecimiento cuando se sobresalta las
personas (Butruille et al., 2017), por ello no es facil
olvidar que las emociones juegan un rol esencial para
la manifestacion de una enfermedad, se hacen
presente durante la consulta médica, y son abordadas
y muy bien analizadas y aplicadas para generar
contenido en el marketing digital, y cada vez mas son
los articulos cientificos, foros, congresos donde se
discute que compartir ciencia con grandes audiencias
en las redes sociales es la nueva era de la educacion,
es la prueba de que el futuro ya llego que requiere ser
innovador e imaginativo. Esto conlleva a muchos
desafios y riesgos, pero estar depende de cada uno de
nosotros estar preparado porque vale la pena.

CONCLUSIONES

Podemos concluir, que distintas generaciones
abordan la salud de diferente manera (Figura 1). Segun
su adaptacion a las nuevas tecnologias y sus
esquemas de pensamiento. Basados en su trayectoria

educativa asi como en diferencias en cuanto al

ambiente socio-cultural en el cual se desenvuelven.
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RESUMEN

El disefio de herramientas de diagnostico, epidemioldgicas, preventivas y
terapéuticas, primordiales en la optimizaciéon de los sistemas de salud
encargados del control de las enfermedades desatendidas requieren
firmemente de la investigacion en ciencias de la salud. La produccién de
conocimiento ya sea de forma individual o en grupos, o a través de
colaboraciones internacionales, garantiza el afrontar retos y disenar recursos
para solventar los problemas de salud que simbolizan las necesidades focales
asociadas a las enfermedades desatendidas.

Palabras Clave: Objetivos de desarrollo del milenio; objetivos de desarrollo
sustentable; enfermedades desatendidas; un mundo mejor para los nifios;
salud publica.

WEARING THE SCIENCE NETWORK FOR HEALTH IN FAVOR OF "A WORLD
APPROPRIATE FOR CHILDREN".

ABSTRACT

The design of diagnostic, epidemiological, preventive and therapeutic
tools, essential in the optimization of the health systems responsible for the
control of neglected diseases, strongly require research in health sciences.
The production of knowledge either individually or in groups, or through
international collaborations, guarantees facing challenges and design
resources to solve the health problems that symbolize the focal needs
associated with neglected diseases.

Keywords: Millennium goals; sustainable goals; neglected diseases; a
better world for children; public health.
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INTRODUCCION

El 2015, fue un afio crucial para los Objetivos del
Milenio (ODM). Esto debido a que en septiembre de
2000 los 189 de los Estados miembros de la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) firmaron
la denominada “Declaracién del Milenio” (Naciones
Unidas, 2000). La firma de esta declaraciéon significo
un compromiso colectivo internacional que
implicaba coordinar esfuerzos a nivel mundial para
mejorar y optimizar el desarrollo de las naciones y de
sus habitantes, poniéndose como meta el 2015. Para
darle operatividad a esta declaracion, en 2001, la
Asamblea General de la ONU aprobo los ODM que
menciono a continuacion (Naciones Unidas, 2012).

1. Erradicar la pobreza extrema y el hambre.
2. Lograr la ensefianza primaria universal.

3. Promover la igualdad de género y el empodera-
miento de la mujer.

4. Reducir la mortalidad de los niflos menores de 5
anos.

5. Mejorar la salud materna.

6. Combatir el VIH/SIDA, el paludismo y otras
enfermedades.

7. Garantizar la sostenibilidad del medio ambiente.

8. Fomentar una alianza mundial para el desarrollo.

Los ideales motivadores de esta declaracion, asi

como el establecimiento de los ODM eran
fundamentales para tomar acciones, establecer
metas e identificar indicadores, visionarios, pero a
la vez pragmaticos y faciles de medir con
acciones concretas. Todo, con el compromiso de
establecer planes que garantizaran para el 2015
"Un mundo apropiado para los nifios” (Shenoda et
al., 2016).

Los ninos y su derecho a la salud, la educacién, la
proteccion y la igualdad constituyeron los
principales  protagonistas de este acuerdo,
tomando en cuenta que preservar los derechos de
los nifios es un desafio descomunal, especialmente
considerando que ellos constituyen un 36 % de la
poblacion mundial, (2.1 x 109 / 7.3 x 10 habitantes).

Tres de estos ODM se centran en el derecho a la
salud, el ODM4, el ODM5 y el ODM6. Los principales
dolientes (nifios) de las enfermedades,
particularmente de las Illamadas desatendidas,
habitan en los paises con menor desarrollo socio-
econbémico.

Enfermedades globales, desatendidas y
extremadamente desatendidas

En este contexto es entonces imprescindible
catalogar las enfermedades en relacién a su alcance
a nivel mundial, al clasificarlas y definirlas como
globales, desatendidas y extremadamente
desatendidas (ver figura 1).

Las primeras afectan a individuos a nivel global.
Son enfermedades crénicas como la diabetes, la
segundas afectan

individuos de

demencia, el cancer. Las

infrecuentemente  a paises
desarrollados. Entre ellas tenemos la tuberculosis y
la malaria. Las terceras afectan casi exclusivamente
a habitantes de paises en vias de desarrollo. Entre
ellas mencionamos la enfermedad del sueno, la
enfermedad de Chagas y la leishmaniasis (Hotez,
2011).
Con respecto a las enfermedades
extremadamente desatendidas el panorama mundial
ha sufrido un cambio radical en las tltimas décadas
debido esencialmente a dos fendmenos. Por una
parte, el calentamiento global ha permitido que los
vectores de muchas de estas enfermedades “migren”
a zonas que se consideraban templadas pero que
actualmente mantienen una temperatura anual que
garantiza que el ciclo de vida de muchos insectos se
lo tanto, lugares son

complete, y, por

“permisivos” a la entrada de parasitos que antes no

€S0S

podian sobrevivir en estas latitudes. Por otra parte,
la migracion y la movilidad entre paises y
continentes, cada vez mas frecuente, permite que
los viajantes se transformen en “transmisores
silentes” de estas dolencias. Al moverse de zona
geografica llevan consigo la enfermedad que les
aqueja (Gushulak y MacPherson, 2006; Hernandez
Pastor, 2013; Franco Giraldo y Alvarez Dardet,
2009).

(Pero por qué se denominan desatendidas?
Basicamente por su dificultad de estimular los
intereses de las empresas farmacéuticas en invertir
en el desarrollo de medicamentos en contra de ellas,

debido a que son enfermedades que -la mayoria-, al
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Enfermedades extremadamente
olvidadas, afectan casi
exclusivamente a individuos de
paises en vias de desarrollo (i.e.,
enfermedad del sueiio, Chagas,

Enfermedades
globales,
afectan

a individuos a
nivel global.
Son

M
Farmacéu

Enfermedades
olvidadas, afectan
infrecuentemente a

enfermedades crénicas

individuos de paises
desarrollados

(i.e., tuberculosis o
malaria)

Figura 1. Inversion en investigacion y desarrollo por las empresas farmacéuticas en relacion a los tipos de

enfermedades

no ser croénicas y poderse curar rapidamente, no
representan rédito econémico a largo plazo para
estos consorcios (Kumar, 2020; World Health
Organization, 2020).

Sin embargo, desde el punto de vista global, el
impacto de las enfermedades desatendidas incide de
forma radical en el desarrollo humano. ;jPor qué?
Porque: reducen el potencial humano, son una
enorme carga economica para los paises endémicos,
disminuyen el rendimiento de adultos y jovenes en
edad productiva, entorpecen el crecimiento y el
desarrollo cognitivo de los nifios y causan gran
sufrimiento humano, estigmatizacibn social vy
discriminacion.

Pero desde el punto de vista conceptual tienen
una gran ventaja y es que son prevenibles. Esto es
maravilloso pues con medidas

implica que,

generalmente sencillas, que incluyen
implementacion de programas de salud publica y
educativos, pueden paliarse los efectos de estas
enfermedades. Por ello la investigacion cientifica es
fundamental para el disefio de herramientas a fin de
optimizar los sistemas de salud encargados del
control de estas dolencias (World Health

Organization, 2020; Ponte-Sucre, 2015).

En general son enfermedades infecciosas, que
proliferan en entornos calurosos y humedos (climas
tropicales). Enfermedades parasitarias, transmitidas
por insectos, (mosquitos, simulidos, fleb6tomos,
mosca tsé-tsé, vinchuca, moscas de suciedad), o por
agua contaminada y suelo infestado por huevos de
gusanos. Con ciclos de transmision que se perpettian
gracias a la contaminaciéon ambiental y condiciones
de vida e higiene deficientes. Que se concentran en
entornos rurales y de pobreza extrema en el cual los
nifios son los méas afectados. Suelen ser de evoluciéon
insidiosa. Y en algunas zonas del mundo, han
desaparecido acorde con mejores niveles de vida e
higiene (Ponte-Sucre, 2015; Organizacion Mundial de
la Salud, 2017; Pérez Schael, 2019).

En general, aunque pueden matar al paciente en
el término de semanas o meses una vez alcanzada la
fase avanzada de la enfermedad, usualmente causan
trastornos graves después de varios afios de una
infeccion (asintomatica), en los cuales la enfermedad
se consolida y el dafio se hace irreversible. Sin
embargo, algo que las agrupa es que estan relegadas
de la
internacional, a pesar de que como se mencion6

discusion a nivel de la comunidad

previamente, existen condiciones que obligan a que
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esta situacion se modifique, y cada vez a mayor
velocidad.

Un elemento fundamental a considerar es que los
organismos causantes de estas enfermedades son
extremadamente mecanismos

flexibles y con

sofisticados de supervivencia, que les permiten
encontrar atajos y vericuetos para subsistir en
condiciones que  pudieran  definirse = como
extremadamente adversas. Debido a ello constituyen
un reto constante y es necesario generar
conocimiento que permita afrontar con éxito ese

desafio (Ponte-Sucre, 2015).

Concepto de DALYS

El que sean enfermedades insidiosas y que con
frecuencia causan trastornos que solo son evidentes
varios afios después de una infeccion (asintomatica),
se traduce en una pérdida real de la potencialidad de
la persona, y cuando hablamos de miles o millones de
personas en esta condicion, podemos entonces intuir
la desventaja que esa zona, region o pais podria tener
en cuanto a desarrollo y sustentabilidad. Este
razonamiento es tan importante que se ha acufiado
un término (DALYs por sus siglas en inglés), que se
define como afios de vida potencialmente perdidos
debidos a una enfermedad crénica, que en el caso que
nos ocupa se refiere a las enfermedades desatendidas
(NTDs por sus siglas en inglés). Es decir, que cuando
hablamos de “tiempo perdido” en relacion a la
productividad de, por ejemplo, un pais, debemos
mencionar el tiempo perdido debido a la muerte, y el
“deshabilitado”
pobladores. Un DALY, por lo tanto, es igual a un afio

tiempo por enfermedad de sus
de vida saludable, perdido (Fox-Rushby y Hanson,
2001; Alvis y Valenzuela, 2010).

Este término, que contextualiza el concepto de
afios de vida potencialmente perdidos fue
desarrollado por la Universidad de Harvard para el
Banco Mundial en 1990. Su objetivo, comparar la
salud de la poblaciéon con la esperanza de vida en
diferentes paises. La Organizacion Mundial de la
Salud lo acot6 en 1996 y lo utiliza desde entonces

para apoyar su lema "Invertir en Salud, Investigacion

y Desarrollo". Es usado desde el 2011 en la Campafia

Internacional para la  Erradicacion de las
Enfermedades Tropicales Desatendidas y es un
concepto fundamental en los estudios de Salud
Publica para determinar el impacto sanitario de la

salud.

¢;Como ha sido el control de las
enfermedades desatendidas? Rol de la
investigacion

El control de las enfermedades desatendidas ha
estado en general basado en programas de
distribucién masiva o selectiva de farmacos con
accion antiparasitaria o anti infectiva. Aunque esta
estrategia es importante de mantener, el resultado
real de la misma ha sido sélo paliativo y en la
mayoria de los casos perecedero. Esto debido a que
su disefio, implementacion, monitoreo y evaluacion,
frecuencia y duracion, han sido poco sistematicos y
mas bien dirigidos a paliar situaciones agudas. Es por
ello imprescindible delinear herramientas que
permitan implementar soluciones factibles y que
perduren en el tiempo (Organizacion Mundial de la
Salud 2017, Organizaciéon Panamericana de la Salud,
2020).

Es decir, que el disefio de los instrumentos a
utilizar debe fundamentarse en el meta-objetivo
mencionado, “Un mundo apropiado para los nifios” y
debe basarse en la conformacion de herramientas de
diagnostico,

epidemiologicas,  preventivas y

terapéuticas que tengan como objetivo final
optimizar los sistemas de salud encargados del
control de las NTDs. Por ello es imprescindible
comprender las enfermedades y conocer a fondo la
fisiologia de sus agentes patogenos, a fin de tener la
capacidad de las

reaccionar a tiempo y con

estructuras adecuadas, a la emergencia de
imprevistos y a la prevencion adecuada de las NTDs.
En pocas palabras, debemos ser capaces de producir
conocimiento de calidad, Gtil a mediano o largo plazo
para solventar estos problemas de salud que
desarrollo de las

entorpecen el poblaciones,
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especialmente de los nifios, nuestros herederos a
nivel mundial.

¢Pero, como comprender las enfermedades
de las que hablamos?

Tal y como se presenta en la figura 2, la
de de

enfermedades debe incluir las siguientes premisas:

comprension  cabal cualquiera estas

1. Estudiar La historia natural de la enfermedad a
fin de discernir como es su evolucion en el
tiempo, y los condicionantes que limitan o
amplian su expansion a nivel geografico y
temporal.

2. Revisar el concepto de discapacidad como uno
de los procesos fisio-patologicos que de forma
seria coartan el desarrollo poblacional personal
y a nivel de pais e incorporarlo a estudios del
estado de salud a nivel poblacional.

3. Evaluar La discapacidad como impedimento
prevalente o secuela de severidad promedio
bajo que afecta elementos tan cotidianos pero
importantes como la cognicion en los nifios o

la energia para trabajar en caso de anemia

cronicas.

4. Determinar la morbilidad sutil, definida como
pequefias disminuciones de funcionamiento (por
ejemplo, fatiga), asociada con infeccion crénica
y su prevalencia en mas de una enfermedad.

5. Abordar y cuantificar los conceptos de incidencia,
factores de riesgo y prevalencia en enfermedades
focales, ocurrencia a nivel nacional.

Pero esta comprension no debe bajo ningin
concepto ser estatica, sino que debe mantener un
enfoque cuantitativo, dinamico y flexible teniendo
en cuenta los siguientes elementos:

1. La relacion, parasito(s)-hospedador(es) es

extremadamente flexible y wunipersonal, y

aunque existen delimitantes poblacionales, la

excepcion suele ser la regla.

2. Debido a ello, existen avances y retrocesos
permanentes en la actuacion del personal de
salud frente a la transmisién y propagacion de
la enfermedad.

3. La comprension de los numerales uno y dos

)

La morbilidad sutil**
asociada con
infeccion cronica,
prevalencia de
deficiencias comunes
a mas de una enfermedad

Estudiar

El concepto de incidencia
factores de riesgo
y prevalencia en

enfermedades focales,
ocurrencia a nivel nacional.

La historia natural de la enfermedad

El conceptode
discapacidad e
incorporarlo a
estudios del
estado de salud
a nivel poblacional

La discapacidad
como impedimento
prevalente o secuela de
severidad promedio bajo*

Comprension y control de la enfermedad y sus agentes patégenos

*anemia, deficiencias cognitivas

**pequefas disminuciones de funcionamiento, por ejemplo, fatiga

Figura 2. Relacion entre la investigacion en salud y comprension de las enfermedades
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significa un reto alaimaginacién en la creacion
de conocimiento, pero principalmente en la
ejecucion de los programas.

4. Por ultimo, no debemos olvidar que la informa-
cién de campo y la creacion del conocimiento
producido por los investigadores y los ejecutores
de las politicas de salud debe estar coordinado
para poder actuar mancomunadamente.

Pero, ;Como tomar el destino en nuestras
manos?

En 1945, poco antes de morir, el presidente
Roosevelt solicité a su asesor, Vannevar Bush, un
informe sobre el papel de la ciencia en el desarrollo de
los Estados Unidos de América una vez concluida la
guerra. Truman fue quien recibié este informe y
comenzo a aplicar sus recomendaciones. Fue Bush
quien primero utiliz6 taxativamente los términos
investigacion basica e investigacion aplicada, aunque
en la obra de muchos sabios anteriores a él estos
conceptos  se pero
complementarios. Su claridad es tal, que, aunque es

intuyen como opuestos
consciente de que en ocasiones el limite entre
investigacion basica e investigacion aplicada no es
muy preciso, insiste en que es la investigacion basica
la que marca el paso del progreso tecnologico (Bush,
1945).

Posteriormente Stokes declar6 como escueto
el modelo de Bush puesto que consider6 que
este modelo no es capaz de representar de
manera fiel todos los procesos que se dan a lo largo
del desarrollo de la ciencia y de la investigacion,
los dilemas y dificultades que plantea
(Stokes, 1997).

Stokes contrapone como elementos clave si la

asi como

cada investigacion en particular

investigacion esta inspirada en la busqueda de una
comprension basica de un fenémeno natural, o si
la investigacion esta inspirada en consideraciones
utilidad  practica de posible
desarrollo obtenido a misma, y

sobre la un
partir de la
no si lainvestigacion es basica o aplicada. La
mas valiosa diferencia entre ambas visiones es
que que toda

debe ser mirada desde ambas perspectivas, y que

Stokes considera investigacion

es la motivacion la que condiciona el tipo de
resultados, complementando la sistematizacion de
la ciencia con la resolucion de problemas cotidianos
y a veces no tan cotidianos.

Para ello disefi6 el denominado Cuadrante de
Pasteur (ver figura 3) en el cual, el cuadrante
superior izquierdo representa la investigacion basica
pura (ejemplarizado en su modelo por Niels Bohr),
mientras que la investigacién basica orientada por
sus usos (ilustrado por Luis Pasteur) se encuentra en
el cuadrante derecho superior y la investigacion
aplicada pura (ejemplarizado por Tomas A. Edison),
en el cuadrante derecho inferior. De cualquier
manera, la dimension humana escapa por completo
a estos cuadrantes, no hay forma de incluirla. Es
desde el cuadrante vacio -a la izquierda abajo-,
desde el cual, con nuestra creatividad y politicas
publicas adecuadas, podemos llenar ese vacio,
especialmente cuando nuestro norte y objetivo es
“lograr un mundo mejor para los nifios”. Es decir, un
interés cientifico movido por el deseo de crear un
mundo mejor haciendo ciencia que no puede
considerarse “pura”’, ya que esta honrosamente
contaminada de humanismo; una ciencia del
hombre para el hombre (Matijasevic, 2011). O, en
otras palabras, hacer ciencia tratando de
comprender fenébmenos basicos de la problematica
que nos rodea al tiempo que intentamos una
atil,

determinado proceso o problema de salud.

aproximacion practica, para solventar un

En términos concretos esto quiere decir, el disefio
de instrumentos estratégicos a partir del hilo
conductual representado por el meta-objetivo ya
mencionado, “Un mundo apropiado para los nifos”.
Un fin para el cual el estudio sistematico y la
sociedad del conocimiento deben aunar esfuerzos a
fin de apuntalar la implementacion de metodologias
que hagan posible la consecucion de resultados
concretos en temas tan diversos como la
investigacion basica, la provision de servicios de
salud, o la consolidacion de una investigacion que
conecte la ciencia basica fundamental con la

solucién de problemas y retos de nuestra
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Figura 3. Cuadrante de Pasteur, segun Stokes incluyendo la dimensién humana como factor fundamental de la

investigacion en salud.

realidad continental.

En pocas palabras, para responder a estas
necesidades de la sociedad debemos ubicarnos
en el cuadrante de Pasteur. Y como
investigadores responder, con soluciones de

calidad, a estas necesidades de la sociedad.

CONCLUSIONES

De lo discutido en este breve ensayo podemos
concluir que la complejidad de la investigacion en
NTDs ha aumentado considerablemente y que el
trabajo coordinado de grupos multidisciplinarios, que
usan las tecnologias de avanzada para resolver
problemas”
(Esparza y Yamada, 2007). Sin embargo, es necesario
recordar que el conocimiento lo produce desde un
investigador individual que trabaja so6lo en su
laboratorio hasta el investigador que organiza su
investigacion en redes.

Lo que si es cierto es que generar conocimiento es
un asunto global donde el aporte de cada uno es util y

(Big Science) pareciera ser el adecuado

Debido a ello la colaboracion es la protagonista por
excelencia del desarrollo cientifico y el futuro del logro
de los ODM. Especialmente porque alcanzar los ODM a
plenitud puede requerir hasta dos generaciones.

Debido a estas consideraciones la ONU ha propuesto
la continuacion de los ODM con los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS). Estos requieren un mayor
de
incluyendo la cientifica, y dentro de ellas, las redes de

compromiso las  comunidades involucradas,
académicos juegan un rol primordial (Esparza y
Yamada, 2007; Sachs, 2012). Y los niflos son y deben
ser el foco de los ODS (Clarck et al., 2020)

No podemos olvidar que las NTDs estan postergadas
en las prioridades de salud publica. Que las estadisticas
asociadas a ellas son en general poco confiables. Que
los paises que las sufren suelen tener recursos
limitados. Que son dolencias que compiten con otras
mas notorias. Que hay escasos incentivos para
desarrollar medios de diagndstico, medicamentos y
vacunas.

Debido a ello, y para tomar el destino en nuestras
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manos necesitamos afrontar los retos planteados
desde la produccion de conocimiento, especialmente
porque el denominador comtn de quienes trabajamos
en ciencia es preguntarnos los por qué y el como de
lo que nos rodea. Este es un comportamiento que
nos hace humanos, con el objetivo de mejorar las
condiciones de vida de la sociedad en la cual vivimos.
En la basqueda de las respuestas adecuadas: creamos
conocimiento, retamos nuestra curiosidad por el
entorno, usamos nuestra capacidad de observacion.
Como investigadores y académicos somos
responsables de crear conocimiento y convencer a los
de politicas de wusar ese

ejecutores publicas

conocimiento 'y el proceso educativo, como

herramientas esenciales para la prevencion y/o
control de NTDs. En nuestro contexto, América
Latina, el éxito del abordaje de este tema bajo este
cariz seria sinébnimo de independencia y expresion de
las condiciones de
donde

siempre bajo la

justicia. Es decir, aminorar

inequidad existentes en paises estas

enfermedades son endémicas,

premisa de que como humanos (homo sapiens)
nuestra profesion universal es ser hombres (rasgo
fundamental, la sabiduria). Como adultos es nuestra
responsabilidad consolidar un mundo apropiado para
los nifios, quienes al crecer ejerceran a su vez esa
profesion universal.
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RESUMEN

Se actualizan los datos mas relevantes en cuanto a diversidad genémica de las
especies de hongos responsables de las micosis profundas sistémicas,
Paracoccidioides spp, Histoplasma spp, y Coccidioides spp. Estos hongos
comparten una caracteristica principal, su dimorfismo. La histoplasmosis posee
una distribucion mundial, predominando en América y Africa. La
paracoccidioidomicosis es exclusiva de América Latina. La coccidioidomicosis se
encuentra principalmente en las regiones desérticas de Estados Unidos, México
y América Central y del Sur. Recientemente, se han realizado estudios de
secuenciacion del genoma y analisis filogenéticos, con estos hongos patégenos
utilizando cepas venezolanas y de otras regiones. A partir del 2017 se ha
propuesto el siguiente reordenamiento taxonémico para Histoplasma:
Histoplasma ohiense sp. nov. grupo NAm 2, Histoplasma mississippiense sp. nov.
forma el grupo Nam1, Histoplasma suramericanum sp. nov. forma el grupo LAm
A, H. capsulatum sensu stricto, H. capsulatum var. duboisii en Africa. En cuanto
al género Paracoccidioides, se proponen cinco especies, Paracoccidioides lutzii
(similar a Pb01), P. brasiliensis (S1) P. americana (PS2), P. restrepiensis (PS3) y P.
venezuelensis (PS4). Con relacion a la coccidioidomicosis se confirmé que
la especie de C. posadasii es endémica en Sur América y que los aislados clinicos
y ambientales de Venezuela pertenecen a la especie posadasii.
Finalmente, podemos concluir que los aislados venezolanos se
llamaran ahora: H. suramericanum, P. venezuelensis y C. posadasii.

Palabras Clave: Micosis endémica; Histoplasmosis; Paracoccidioidomicosis;
Coccidioidomicosis; Gendémica.

GENOMIC DIVERSITY OF FUNGI IN SYSTEMIC MYCOSES IN VENEZUELA

ABSTRACT

This work updates the most relevant data regarding the genomic diversity of the
fungal species responsible of systemic deep mycosis, Paracoccidioides spp,
Histoplasma spp, and Coccidioides spp. These specific fungi share a main
characteristic which is their thermodymorphism. Histoplasmosis has a
worldwide distribution, prevailing in America and Africa.
Paracoccidioidomycosis is exclusive of Latin America. Coccidioidomycosis is
found mainly in the desert regions of the United States, Mexico, and Central
and South America. Genome sequencing studies and phylogenetic analyzes have
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been carried out with these pathogenic fungi using strains from
Venezuela and other regions. As of 2017, the following
taxonomic rearrangement has been proposed for Histoplasma:
H. ohiense sp nov. NAm 2 group, H. mississippiense. sp. nov.
forms the Nam1 group, H. suramericanum sp. nov. forms the
LAm A group, H. capsulatum sensu stricto. H. capsulatum uvar.
duboisii in Africa. Regarding the genus Paracoccidioides, five
species are proposed, Paracoccidioides lutzii (similar to Pb01), P.
brasiliensis (S1) P. americana (PS2), P. restrepiensis (PS3) and P.
venezuelensis (PS4). Regarding coccidioidomycosis, it is
confirmed that the C. posadasii species is endemic in South
America and that the clinical and environmental experts from
Venezuela affected the posadasii species. Finally, we can
conclude that the Venezuelan isolated are now called: H.
suramericanum, P. venezuelensis and C. posadasii.

Keywords: Endemic micosis; Histoplasmosis;
Paracoccidioidomycosis; Coccidioidomycosis; Genomic.

INTRODUCCION

Las enfermedades provocadas por hongos
patogenos afectan a mas de 300 millones de
personas, que padecen enfermedades graves
relacionadas con las micosis. Asi mismo, se ha
reportado que fallecen mas de 1.6 millones de
personas anualmente, mas que la malaria y en la
misma magnitud que la tuberculosis (Bongomin et al.,
2017). Por otro lado, son responsables de la pérdida
anual de un tercio de la producciéon agricola mundial
(Fisher et al, 2012). En estos momentos, el namero
de especies del reino de los hongos se puede estimar
entre 2.2 a 3.8 millones, considerando que hay

120.000 especies actualmente aceptadas e
identificadas hasta ahora (Hawksworth, 2001;
Hawksworth et al, 2016). De los 4 millones de

especies, solo unos 300 son patdogenos al hombre,
dentro de ellos los que producen las Micosis
Profundas Sistémicas (MPS), pertenecientes al orden
Onygenales, familia Onygenaceae.

La diversidad geografica y climatica de América Latina
proporciona una gran diversidad de ecosistemas, que
permiten el desarrollo de diferentes microorganismos,
incluidos los hongos patégenos. Las micosis endémicas
como  histoplasmosis,  paracoccidioidomicosis y
coccidioidomicosis, son enfermedades frecuentes en
paises en vias de desarrollo y en paises desarrollados
con areas en las que las circunstancias ambientales
facilitan el desarrollo de los hongos que las producen
(Queiroz-Telles et al., 2017).

El fenémeno biolégico comun que presentan los
hongos causantes de MPS es su dimorfismo, es decir,
crecen en forma saprofita en los suelos donde se
encuentran en forma micelial y sus conidios son
aerotransportados, logrando entrar por inhalacion en
los pulmones del humano, aqui el cambio de
temperatura promueve su transformaciéon a su forma
levaduriforme patogena (Ashraf et al., 2020).

Las MPS causadas por hongos dimorfos tienen
como de

la gravedad y magnitud de Ia

puerta entrada la

Posteriormente,

respiratoria.

infeccion dependera del tamafio del inoculo y del
estado inmunitario del hospedador. La mayoria de los
individuos con estas infecciones permanecen
asintomaticos, o con sintomas respiratorios leves, lo
que puede ocurrir en individuos inmunocompetentes,
pero en pacientes inmunodeficientes, la diseminaciéon
puede ocurrir involucrando varios érganos, incluido
orofaringe, ganglios linfaticos, higado, bazo, piel y
glandulas suprarrenales (Carrasco-Zuber et al., 2016).
La histoplasmosis posee una distribucion mundial
y aunque se ha encontrado en los cinco continentes,
la enfermedad predomina en América y Africa (Wheat
et al., 2016). La paracoccidioidomicosis es una micosis
sistémica, exclusiva de América Latina y los casos
autoctonos se registran desde México hasta Argentina
(Cantero, 2018). La coccidioidomicosis, presenta dos
especies C. posadasii y C.

diferencia entre estas dos especies es su distribucion

immitis; la principal

geografica. C. immitis se encuentra principalmente en
las regiones desérticas del centro y sur de California
(incluida Baja California), mientras que C. posadasii se
encuentra en las regiones desérticas de Nevada,
Arizona, Nuevo México, el oeste de Texas, México y
América Central y del Sur (Kirkland et al., 2018).

En Venezuela, 1a histoplasmosis, paracoccidioidomicosis y
coccidioidomicosis, tienen caracter endémico. Las dos
primeras se han reportado en casi todo el territorio
nacional y la ultima se encuentra en las zonas
semiaridas bien delimitadas en los estados Lara,
Falcon y Zulia (Martinez et al., 2013).

Este articulo detalla brevemente los aspectos
epidemiologicos de cada micosis y los cambios
taxonémicos recientes.
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La histoplasmosis

Es una micosis profunda causada por un hongo
dimorfo, el Histoplasma capsulatum. Fue descubierta
por Darling, un anatomopatélogo norteamericano en
Panama en 1905 (Rippon, 1988). Esta enfermedad
afecta el sistema reticuloendotelial humano y se
adquiere por inhalacion de microconidios y pequefios
fragmentos del micelio, que tras la llegada al alvéolo
pulmonar son capturados por los macréfagos por
opsonofagocitosis o por unién a sus receptores de
superficie celular (Lopez, 2006). Geograficamente,
Histoplasma tiene el rango mas amplio de distribucion
de todos los hongos dimérficos, aunque alguna vez se
pensé que estaba confinado geograficamente a
regiones de las Américas, actualmente se han
notificado casos de histoplasmosis en todo el mundo.
Las causas de esta distribucion expandida siguen
siendo inciertas, el cambio climatico ha generado el
calentamiento global de los ecosistemas que favorece
el crecimiento de hongo y por otro lado, la pandemia
del SIDA ha proporcionado hospederos humanos mas
susceptibles (Wheat et al., 2016). La histoplasmosis se
ha encontrado en los cinco continentes, menos en la
Antartida, predominando en América, en particular en
los Estados Unidos con areas altamente endémicas,
menor incidencia en Centroamérica, con la excepcion
de Panamd, y en Suramérica, en Venezuela, Brasil,
Colombia y Argentina. En Asia, Africa, cuenca del
Mediterraneo y Europa los reportes son esporadicos
(Colombo et al., 2011).

El Histoplasma spp crece de 22°C a 29°C, con
precipitacion aproximada de 1.200 mm, humedad
relativa entre 67 a 87% y con una preferencia de
suelos calizos. Ademas, esta presente en suelos con
alto contenido de nitrégeno, asociado a excrementos
de pajaros y murciélagos (Bastardo de Albornoz,
1996).

En Venezuela, esta enfermedad fue identificada en
1949 y posteriormente confirmada en 1953, (Campins
et al., 1953). Los estados donde se ha reportado la
mayoria de los casos son Zulia, Monagas, Miranda,
Distrito Capital y Bolivar (Figura 1). La histoplasmosis
es una de las micosis sistémicas mas frecuente en
pacientes con SIDA. En el estudio de 1984 a 2010, se
reportaron 663 casos (Martinez et al., 2013).

Posteriormente, en el trabajo del 2000 al 2005 se
diagnosticaron 158 casos (Mata-Essayag et al., 2008).
Los diferentes estudios muestran cambios en Ia
epidemiologia que ocurre en Venezuela, tal vez debido a
cambios ambientales y a la aparicion y desarrollo de la
pandemia del SIDA, los casos de histoplasmosis estan
subestimados en el pais (Mata-Essayag et al., 2018).

Los recientes estudios de secuenciaciéon del genoma
completo de poblaciones y los analisis filogenéticos del
género Histoplasma promueven la existencia de cuatro
especies cripticas, H ohiense sp. nov. (grupo NAm 2), H
mississippiense sp. nov. (grupo Naml) circulando en
Norte América, H. suramericanum sp. nov. (grupo LAm
A) circulando en Suramérica y en particular en
Venezuela y H capsulatum sensu stricto distribuido en
Panama con una variedad Histoplasma capsulatum var.
duboisii que se encuentra en Africa. (Sepulveda et al.,
2017).

La paracoccidioidomicosis (PCM)

Es una micosis sistémica granulomatosa causada por el
complejo Paracoccidioides brasiliensis, exclusivo de
América Latina y los casos autéctonos se registran
desde México hasta Argentina. La historia de la
paracoccidioidomicosis esta ligada a Brasil, por ser este
pais la zona mas endémica de esta micosis. El primer
caso reportado fue en 1908 por Adolfo Lutz, quien
estudi6 a un paciente con lesiones nasofaringeas y
adenopatias cervicales; observd al microscopio el
hongo en su estado parasitario como un
microorganismo multigemante, obtuvo los cultivos y
comprob6 el dimorfismo; no dio nombre al agente
etiologico 'y enfermedad

report6 a la como

“hifoblastomicosis seudococcidioidal”. La via de
infeccion del P. brasiliensis es la respiratoria, dando un
cuadro asintomatico o subclinico; mas tarde se puede
diseminar a piel y otros 6rganos (Méndez et al., 2017).
En general, todas las zonas endémicas de la
enfermedad son subtropicales y tropicales, ubicadas
entre los 500 y 1.500 m sobre el nivel del mar, con una
precipitacion constante que fluctaa entre los 900 y
2.000 mm por afio y con temperatura entre los 17°%
24°C; son regiones de abundantes bosques con arboles
nativos y atravesadas por rios, con inviernos cortos y

veranos lluviosos, la paracoccidioidomicosis esta
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Micosis Profundas Endémicas
* Coccidioidomicosis [3]
* Histoplasmosis [5]
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Figura 1. Distribucidn de las micosis profundas endémicas en Venezuela.

asociada a la poblacion rural (Cantero, 2018),
representa una infeccion significativa en América del
Sur, presente principalmente en Brasil (80%),

Venezuela, Argentina y Colombia (Souza et al., 2019).

En Venezuela los primeros casos de PCM fueron
descritos por (O Daly, 1937) y luego por Guerra quien
destaca la importancia de la localizacion pulmonar de
este hongo (Guerra, 1948). Posteriormente en 1971, se
realizé6 el primer aislamiento del hongo en suelo
venezolano (Albornoz, 1971).

En cuanto a los primeros estudios epidemiolégicos
en Venezuela sobre la frecuencia de PCM, fueron
realizados desde 1985 por los Grupos de Trabajo de
Micologia de Venezuela, reportando que la PCM es la
micosis endémica mas importante en el pais,
encontrandose casos en casi todos los estados, aunque
la mayoria de los reportes pertenecen a los estados
Bolivar, Miranda, Carabobo, Monagas y Distrito Capital
(Martinez et al., 2013; Cermenio et al., 2004) (Figura 1).
En el 2013 se reportaron 674 casos, diagnosticados
entre 1984 a 2010 (Martinez et al, 2013).
Posteriormente, en el trabajo de 1997 al 2001 del

Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” se

reportaron 65 casos de PCM y se resalta que, con la
pandemia de SIDA, esta micosis sigue tomando gran
importancia a nivel nacional (Reviakina et al., 2002).

Con base a recientes estudios de analisis de genética
poblacional, se considera que el agente etiologico
pertenece a un complejo que incluye 5 especies
cripticas: S1, PS2, PS3, PS4, and P. [utzii, en Venezuela
circulan dos de ellas, P. americana (PS2) y P.
venezuelensis (PS4) (Texeira et al., 2014).

La coccidioidomicosis

Es una micosis profunda causada por dos especies
del hongo dimorfo Coccidioides, las especies immitis y
posadasii; se caracteriza por una gran variedad de
manifestaciones clinicas, desde coccidioidomicosis
primaria pulmonar a coccidioidomicosis progresiva o
diseminada, que afecta piel, tejido celular subcutaneo,
ganglios linfaticos, huesos, articulaciones, visceras y
sistema nervioso central (Bonifaz, 2015; Jenks et al,
2020).

Coccidioides immitis esta restringido a la zona
californiana de Estados Unidos y Coccidioides
posadasii esta presente en otras regiones de Estados
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Unidos y en el resto del Continente. Son hongos de
pero
genéticamente. Coccidioides es uno de los hongos mas
virulentos por lo que es un agente para el desarrollo
de bioterrorismo (Jenks et al., 2020).

El primer caso de coccidioidomicosis fue reportado

estructuras muy  similares diferentes

en 1892 en Argentina por Posadas, dos afos mas
tarde, Gilchrist y Rixford comunicaron un nuevo caso
en California, USA, proveniente del Valle de San
Joaquin. Inicialmente, se clasifico al agente etiologico
como un protozoario de la clase Sporozoa y se
las coccidias,
2019).
Posteriormente, en 1900 Ophtls estudi6 un tercer

denomin6, por su similitud con

Coccidioides immitis (Deresinsk et al.,
caso y de nuevo obtuvo los cultivos y junto con
Moffit, propusieron que el agente etiologico era un
hongo “dimorfo”, logrando desarrollar la enfermedad
en animales, cumpliendo asi los postulados de Koch.
En 1905, el mismo Ophtls publico su trabajo y
describio el ciclo de vida del hongo, que es el que se
conoce practicamente hasta la actualidad (Ophiils,
1905).

Se ha comprobado que Coccidioides sp, puede crecer en
medios pobres con variabilidad de pH, sin embargo, su
mayor desarrollo se alcanza en medios ricos estériles o
con poca competencia (otras especies fangicas), quizas
por el poco poder bioquimico que tiene este hongo
para degradar nutrientes, lo cual explica por qué se
limita a suelos pobres y con condiciones extremas. El
hongo puede vivir de 5 a 30 cm debajo de la tierra y
donde

predominantemente por plantas xeréfitas (cactaceas),

existe una fauna pobre, constituida

arbustos y matorrales como Larrea tridentata
(“gobernadora”), y roedores como ratones, zarigiieyas y
ardillas de tierra, que tienen el papel de vectores
indirectos de la enfermedad (Bonifaz, 2015).

Estas condiciones se presentan en las zonas
endémicas del Continente Americano que quedan
incluidas dentro de la clasificaciéon ecolbgica de zonas
semidesérticas; estan formadas por tierras arcillosas y
arenosas, con escasa capacidad para retener el agua de
las pocas precipitaciones pluviales, que flucttan entre
150-500 mm por afio, con temperatura promedio de
28°C en verano y 7°C en invierno.

En general, Latinoamérica tiene una alta proporcion

de poblacion rural dedicada al trabajo agricola,
expuestos a la inhalacion o inoculaciéon transcutanea
de artroconidias de Coccidioides. (Laniado-Laborin et
al., 2019; Bonifaz, 2015).

Se han reportado casos de coccidioidomicosis en
Venezuela desde 1948, principalmente en las regiones
semidesérticas del noroeste del pais entre 9°y 12° de
latitud norte (Campins, 1970). La zona endémica arida
y semiarida esta restringida a los estados Zulia, Lara y
Falcon (Figura 1), que se caracterizan por climas
calidos, aridos y secos, baja altitud, vegetacion
xerofitica, suelos arenosos con altas concentraciones
de sal (boro y sulfato de calcio) y pH alcalino, que
presumiblemente es favorable para el desarrollo de
Coccidioides (Martinez et al, 2015; Martinez et al,
2010). Su mayor frecuencia de reproduccion se lleva a
cabo en los meses calidos y de mayor precipitacion
pluvial; no obstante, es en la época de sequia cuando
la enfermedad se puede adquirir con mas facilidad,
debido a que se originan fuertes polvaredas que
remueven el hongo y transportan las esporas.

En 2002, se diferenciaron dos especies mediante
técnicas de biologia molecular de
nucleoétidos), dejando a C. immitis para la zona de

(secuencias

California, EU, y C. posadasii, para otros estados de
Norteamérica y la mayoria de los aislamientos del
resto del continente (Fisher et al., 2002).

Estudios filogenéticos

La identificacion de especies cripticas y la
delimitacion de las especies en hongos, ha impulsado
la investigacion para identificar diferencias en
morfologia, estrategias de virulencia, susceptibilidad a
medicamentos y su historia natural. Dilucidar los
limites de especies seria beneficioso no solo para
comprender la sistematica y evolucion de los hongos
patogenos, sino también para observar si las
diferencias en las manifestaciones clinicas de las
micosis, en diferentes regiones regiones geograficas,
se atribuyen a la existencia de diferentes especies
cripticas dentro del género (Taylor et al., 2006; Taylor
et al., 2000).

Por otro lado, la evoluciéon bioldgica, ha originado
la diversidad que presentan los hongos a partir de un

ancestro comun. Por lo que los estudios filogenéticos,
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son esenciales porque permiten identificar
mutaciones y distintos linajes que logran evidenciar
las variaciones de las cepas por regiones. Es por ello,
que identificar la cepa especifica, ubicacion geografica
y su mutacion ayudaria a comprender su desarrollo y
ampliar las herramientas de diagnoéstico en cuanto a la
diversidad genética demografica (Taylor et al., 2000).
Con el fin de establecer la biodiversidad genémica
de los hongos productores de micosis profundas en
estos géneros, se han realizado diferentes trabajos. En
el 2017, se efectud la secuenciacion del genoma y
del
(Sepualveda et al., 2017). En ese trabajo utilizaron 21
aislados de USA, 7 de América Latina y 2 de Africa. La
exploracion sistematica de diferencias fenotipicas
revel6 que el género Histoplasma engloba una gran

diferenciaciéon en términos de virulencia, morfologia y

analisis filogenéticos genero  Histoplasma

estrategias patogénicas. Ademas, demostraron que las

diferencias fenotipicas coinciden con la

diferenciaciéon genética y filogenética y son
probablemente el resultado de eventos previos de
especiacion no identificados dentro de Histoplasma
(Sepulveda et al., 2017).

En base a sus resultados y con un alto nivel de
concordancia genomica propusieron
del
Histoplasma de la siguiente manera:

- Histoplasma ohiense sp. nov. forma el grupo NAm 2.

Ohiense estan distribuidos en Norte América, con una

un

reordenamiento  taxonémico género de

alta prevalencia en el Valle Ohio.

- Histoplasma mississippiense sp. nov. forma el grupo
Naml. Mississippiense estan distribuidos en Norte
América con una alta densidad en el Valle del
Mississippi.

- Histoplasma suramericanum sp. nov. forma el grupo
LAm A. suramericanum distribuidos en Suramérica y
es la especie que se encuentra en Venezuela.

- Histoplasma capsulatum sensu stricto presente en
Panama.

- Histoplasma capsulatum wvar.
encuentra en Africa.

duboisii que se

Por otra parte, el hongo patdgeno Paracoccidioides
spp inicialmente constituido por cinco especies
filogenéticas, de las cuales cuatro formaban el

complejo de especie brasiliensis. La genealogia de

genes nucleares apoyaba este escenario divergente,
pero los loci mitocondriales no; es decir, que mientras
todas las especies pertenecientes al complejo
brasiliensis estan diferenciadas en la codificacion del
loci nuclear, esto no ocurria con el loci mitocondrial.
En el 2017, se abordé la basqueda de la fuente de
esta incongruencia, utilizaron 11 fragmentos de genes
previamente publicados, 10 nuevas secuencias de
regiones no codificantes nucleares y 10 micro
satélites (Turissini et al., 2017). Finalmente, pudieron
que esta

ntcleo en el complejo de especies brasiliensis surgio

demostrar incongruencia mitocondria/
de una hibridacion interespecifica y la introgresion
mitocondrial, fenébmenos comunes en eucariotas. Por
ultimo, Turissini et al., 2017 propusieron elevar 4 de
estas especies filogenéticas de Paracoccidioides al
de especies de
Paracoccidioides lutzii (similar a Pb01), P. brasiliensis
(S1) P. americana (PS2), P. restrepiensis (PS3) y P.
venezuelensis (PS4).

criterio formal esta manera:

Por otra parte, en el 2016 se identificoé una division
del linaje ST en dos clados que denominaron Sla y
Slb (Munoz et al, 2016).
evidencias de un mayor intercambio genético entre el

Ademas, encontraron
linaje S1b y todos los demas linajes, lo que puede
explicar el amplio rango de dispersion geografica que
muestra S1b (Mufioz et al., 2016). También, hallaron
evidencia de seleccion positiva para los genes del
antigeno GP43 y PGA1 y genes que codifican otras
proteinas, proteasas secretadas y mutaciones en los
genes de proteasas y de pared celular; en conjunto
todos estos eventos pueden contribuir a la virulencia
y a la variacion de la respuesta inmune del hospedero
entre los aislamientos naturales de Paracoccidioides
spp.

En particular, las especies de Paracoccidioides
muestran superposicion de area geografica. Por lo que
se piensa que Brasil y Venezuela albergan mas de una
especie de Paracoccidioides, abriendo la posibilidad de
intercambio de genes entre las especies P. americana
y P. venezuelensis coexistentes en Venezuela (Teixeira
et al., 2014); y P. americana, P. brasilienses sensu
stricto y P. lutzii coexistentes en Brasil (Mufnoz et al.,
2016; Teixeira et al., 2014).

Teixeira et al. (2020), publicoé un trabajo donde se
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incluyd6 31 aislamientos de Paracoccidioides
provenientes de Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay,
Per y Venezuela, los cuales fueron secuenciados
nuevamente. Los genomas de estos aislamientos se
compararon con los genomas disponibles
publicamente; en primer lugar se reafirm6é que los
aislados venezolanos son P. venezuelensis y pueden
coexistir junto con P. americana.

Por otro lado, P. restrepiensis coexiste con P.
brasiliensis sensu stricto en las mismas localidades y
otras especies de Paracoccidioides también muestran
superposicion de rango geografico: P. brasiliensis
coexiste con P. lutzii y P. americana.

Con relaciéon a la PCM en Argentina y Paraguay,
estudios previos de cuatro cepas provenientes de
estos paises, habian sido genotipadas usando diez loci
nucleares secuenciados. Estos cuatro aislamientos
habian sido denominados P. brasiliensis sensu stricto
(Matute et al, 2006; Turissini et al, 2017).
Posteriormente, en el estudio del 2020, se demuestra
que PCM en Argentina y Paraguay es causada por tres
genotipos de Paracoccidioides, P. brasiliensis (Sla y
S1b) y P. restrepiensis (PS3) (Texeira et al., 2020).
Ademas, se encontr6 que los aislados de P. brasiliensis
Sla de Argentina se asocian frecuentemente con
formas crénicas de la enfermedad. Estos resultados
proponen, que los aislamientos secuenciados para
comprender la diversidad genética de Paracoccidioides
en Surameérica, sugieren que en estas regiones residen
multiples especies de Paracoccidioides, revelando la
importancia del muestreo sistematico en la definicion
del area geografica de cada uno de estos patégenos
(Teixeira et al., 2020).

Con relacion a la coccidioidomicosis, se
caracterizaron muestras de Coccidioides spp, de suelos
venezolanos y se plantearon la deteccion molecular de
Coccidioides spp. en areas endémicas de Venezuela y
compararon las secuencias obtenidas con los perfiles
genéticos de Coccidioides de secuencias clinicas
disponibles en el GenBank (Alvarado et al., 2018). Las
muestras de suelo fueron recolectadas de los
municipios Urumaco, Sucre y Democracia en el estado
Falcon y en los municipios Urdaneta y Torres
localizados en el estado Lara. De cada sitio se estudio:

tipo de suelo, composicion fisico-quimica, tipo de

suelo, composicion fisico-quimica, tipo de vegetacion,
coordenada geografica, medicion de temperatura y
precipitacion. Posteriormente, se efectud la extraccion
de ADN de los suelos y se realizd la deteccion
molecular de Coccidioides spp por PCR en tiempo real,
amplificacion de ITS2, secuenciacion y analisis
filogenético (Alvarado et al., 2018).

En este trabajo se encontro, que la especie de C.
posadasii es endémica en los municipios de zonas
aridas y semiaridas de Venezuela, ya que pudieron
detectar ADN especifico de Coccidioides posadasii en
todas las areas muestreadas. Se encontr6é alta
concentracion de ADN de Coccidioides en los
municipios, Urumaco, Sucre, Democracia (estado
Falcon), moderada concentracion de ADN en los
municipios, Urdaneta y Torres (estado Lara) y
baja concentracion de ADN en los municipios
Urdaneta y Torres.

Teixeira et al. (2019), estudiaron aislados clinicos
venezolanos, secuenciaron 10 aislamientos de
Coccidioides spp, y establecieron su relacion con 72
aislamientos secuenciados previamente por otros
autores. En primer lugar se encontro, que todos los
aislados pertenecen a la especie C. posadasii; ademas,
siete de los aislados venezolanos forman un grupo
monofilético con poca diversidad, que se diferencia de
otras poblaciones de C. posadasii. Asi mismo, se
encontroé que las poblaciones centroamericanas de C.
posadasii son el resultado de una mezcla entre América
del Norte y Venezuela. Estos hallazgos revelan
la importancia de caracterizar las poblaciones
tropicales de Coccidioides y cdmo residen distintas
variantes genéticas en ellas, asi como las probables
diferencias fenotipicas entre las  poblaciones
que permiten contribuir al conocimiento de la
evolucion de otras poblaciones en regiones
subtropicales y templadas.

Finalmente, podemos concluir de los estudios
gendmicos que se han realizado, que los aislados de
hongos productores de micosis sistémicas en
Venezuela se denominan: Histoplasma suramericanum,
Paracoccidioides venezuelensis y Coccidioides posadasii.
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RESUMEN

La Lepra es una enfermedad infecciosa milenaria en donde existen avances
importantes en el conocimiento del agente causal y en la elaboracion de nuevos
métodos diagnosticos para la enfermedad. Se realiza una revision de los
principales aspectos epidemiologicos, diagnoésticos, de tratamientos utilizados y
del papel del Instituto de Biomedicina en el manejo de la lepra en Venezuela.
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LEPROSY IN VENEZUELA: UPDATE

ABSTRACT

Leprosy is an ancient infectious disease where there are important advances in
the knowledge of the causal agent and in the development of new diagnostic
methods for the disease. A review of the main epidemiological, diagnostic and
treatment aspects and the role of the Institute of Biomedicine in the
management of leprosy in Venezuela is carried out.

Keywords: leprosy; Venezuela; diagnosis; treatment; epidemiology

Tribuna del Investigador | Vol. 21, No 2, 2020 | 52



Lucibel Crespo, Elsa Rada, Jose Guevara

INTRODUCCION

La lepra es una enfermedad infectocontagiosa
cronica producida por el Mycobacterium leprae y
Mycobacterium lepromatosis. Estas bacterias son
intracelulares, acido/alcohol resistentes con especial
afinidad por las células de Schwann y el sistema
reticuloendotelial, y comprometen basicamente la
piel, mucosas y nervios periféricos, pero pueden

atacar otros o6rganos (Reyes, 2013). Es wuna
patologia infecciosa milenaria con evidencia
arqueologica que ubica a la bacteria en seres
humanos desde el Segundo Milenio antes de

Cristo (Haas et al.,, 2000, Robbins et al., 2009), es
por ello que es mencionada en textos como la
Biblia, en el Atharva-Veda (libro sagrado de la
India), A pesar de su antigliedad,
actualmente pertenece a las enfermedades

entre otros.

olvidadas o desatendidas que tienen relevancia en
la Salud Pudblica, en donde se invierten escasos
para el tratamiento. La Organizacion
mundial de la salud (OMS o WHO)
fomentar su estudio para lograr la eliminacion de la
enfermedad, asi como su estigma al comprometer no

recursos
promueve

solo la salud sino la calidad de vida de los pacientes
y sus familiares (Ovalles et al.,, 2010).

El origen de la lepra en América viene con la
llegada de los conquistadores y el trafico de esclavos
desde Africa. El primer caso en Venezuela se ubica
en el afio 1626, en la persona de Don Pedro
Gutiérrez de Lugo, Capitan General de la Provincia y
posteriormente la enfermedad se fue diseminando.
Lazaretos o

Esto motivd a la creacion de

Leprocomios, centros en donde habitaban los
pacientes con la enfermedad. Los principales se
ubicaban en Cumana (1750), Isla de la Providencia

(1831) Ciudad Bolivar Angostura (1839), Barcelona

(1846), Tachira (1874), y Cabo Blanco (litoral
central 1906) (Zulueta, 1994). Dichos centros
disponian de instalaciones  hospitalarias y

comunales (iglesia, cine, carcel) y se puso a circular
una moneda especial, el lazareto, todo de manera
de que los enfermos estuvieran aislados.

Con el descubrimiento del bacilo productor de la
enfermedad por Gerhard Henrik Armauer Hansen en

el ano 1873 comenzo6 la etapa cientifica de la lepra
1874).
el enfoque de la

Este momento crucial cambid
patologia pasando a

infecciosa con posibilidad de

(Hansen,
ser
una enfermedad
tratamiento y erradicacion. Es por ello que hoy la
conocemos como enfermedad de Hansen.

La terapéutica de la lepra en el mundo ha pasado
por varias fases que inician con la etapa de la
se utilizaban diversos

incurabilidad, en donde

compuestos como grasa de pantera, aceite de
Chaulmoogra, sales amoniacales, tintura de alcibar o
mirra para las ulceras, termocauterio, radioterapia,
sales de oro, entre otros, para el tratamiento de los
sintomas. En 1941, tras el descubrimiento de las
sulfonas, se inici6 la monoterapia para el tratamiento
de la enfermedad. A partir de dicha fecha se
emplearon diversos medicamentos como la dapsona
(DDS), rifampicina y clofazimina (Soucre et al., 2018).
En el afio 1946 se cre6 la division Venezolana de
Lepra y se inici6 el tratamiento ambulatorio con DDS,
permitiéndose la incorporacion de los pacientes a la
sociedad, con la posterior eliminacion de los
leprocomios. Comenzo la basqueda activa de casos y
el control de los contactos incrementandose la
deteccion y prevalencia de la enfermedad. A partir del

anno 1956 comenzo6 el descenso gradual de los casos

en Venezuela hasta alcanzar cifras estables
(Zulueta, 1994). En 1972 se cre6 el Instituto de
Dermatologia hoy llamado Instituto de
Biomedicina "Dr Jacinto Convit" en honor al Dr

Convit, médico pionero en el estudio, tratamiento
de la lepra.
momento  cumple

y control Dicha institucién desde

ese funciones normativas,

metodologicas, de investigacion y docencia que
se enfocan en el area dermatologica y en el
desarrollo de programas sanitarios, en donde la lepra
ocupa un lugar fundamental, bajo la supervision del
MPPS, de la Organizacion Panamericana para la
salud (OPS) y de la OMS. Durante todo este proceso,
la Universidad Central de Venezuela (UCV) ha jugado
trabajando de manera

coordinada en el area de investigacién y docencia.

un papel fundamental,

A partir del aflo 1981, debido a los problemas de
resistencia a la monoterapia, la OMS inici6 el
terapia
(rifampicina, DDS y clofazimina) que es el que se

programa de multidroga  supervisada
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(WHO, 2018).
trabaja en conjunto con los Servicios de Dermatologia

utiliza actualmente La Institucion
Sanitaria Regionales disponibles en casi todo el
territorio nacional para garantizar el tratamiento a los
pacientes. Durante todos estos afios de historia se han
ajustado los mecanismos para el control de la
enfermedad. Actualmente la vision del programa a
nivel mundial va dirigida a definir estrategias
geograficas por grupos de trabajo, elaborar literatura
de referencia, conocer la distribucion de la
enfermedad, caracterizar gendémicamente al agente
susceptibles,

seguimiento de los casos y su tratamiento, ademas de

causal, poblaciones realizar el
elaborar nuevas técnicas de diagnoéstico, puntos a los
cuales nos referiremos a continuacion.

En el Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit se
realiza diariamente el descarte y tratamiento de casos,
evaluacion de contactos, se reportan los datos al
MPPS y OMS y se imparte docencia al area de
pregrado de la UCV y postgrado de Dermatologia,
Estomatologia, Medicina interna del Hospital Vargas y
la UCV, entre otros.
Formacién para personal sanitario en lepra, que ha

Ademas es un centro de

aportado a lo largo del tiempo datos importantes en el
diagnostico, tratamiento, conocimiento de aspectos
epidemiolégicos y fundamentos de la inmunoterapia
(Convit et al, 1983), que a pesar de que no se
utiliza actualmente ha permitido avances en la
investigacion de la enfermedad.

Aspectos epidemioldgicos de la enfermedad
de Hansen

Tras el inicio de la poliquimioterapia (PQT), se ha
evidenciado un descenso de la prevalencia mundial de
la enfermedad. En 1997 Venezuela alcanzo los niveles
de eliminacion de la lepra a nivel nacional (< 1 caso
por 10.000 habitantes (hab) (Convit et al, 1999). A
nivel mundial para el afio 2018 se reportaron 184.238
casos, con una prevalencia de 0,24 x 10.000 hab. En
América se reportaron 30.957 casos nuevos,
encontrandose la mayor incidencia en Brasil (93%)
(WHO, 2019). A pesar de ello no se considera,
a excepcion de Brasil, un problema nacional de
Salud Publica y pertenece a las enfermedades

desatendidas.

Si evaluamos los datos a nivel subregional, la realidad
es otra. Permanecen poblaciones hiperendémicas en
zonas como los llanos, la Guaira y Miranda, por lo que
actualmente se puede hablar de eliminacion mas no de
la enfermedad. La OMS busca
disminuir los casos a < 1 caso por 10.000 hab a nivel

erradicacion de

subregional. Se establece como meta disminuir la
discapacidad. Grado II
resorcion o6sea, pseudo amputaciones, deformidad

(articulaciones rigidas,
visible, ceguera entre otros signos clinicos) en nuevos
casos a menos de 1 por millén de hab, sin discapacidad
en nifios menores de 15 afos con nuevo diagnostico y
sin discriminacion para pacientes con Hansen. Dichas
metas se resumen en la estrategia global para la lepra
2016-2020 (WHO, 2016).

Actualmente las tasas de deteccion de lepra se
encuentran en descenso en Venezuela. Para el afio
2018 se ubicaban a nivel nacional en 0,08 x 10.000
hab., siendo los estados mas representativos Apure
(0,45 x 10.000 hab) Portuguesa (0,39 x 10.000 hab) y
Cojedes (0,36 x 10.000 hab) (Servicio Auténomo
Instituto de Biomedicina (SAIB, 2018). Una de las
posibles explicaciones a este hecho son la dificultad de
acceso a los centros de atencibn por motivos
econdmicos y de transporte, la disminucién en la
capacidad de penetracion del personal de salud en las
zonas de riesgo lo cual lleva a un subregistro y la
migracion, que es un fenémeno reciente detectado en
la poblacién con Hansen (Contreras et al., 2011). Para
el afio 2018 el 9% de los nuevos casos diagnosticados en
el Instituto de Biomedicina solicitaron traslado a otros
paises
Venezuela representa el quinto pais con mas reportes
de nuevos casos de lepra en América con 245 para el
ano 2018, luego de Brasil (28.660), Paraguay (345),
Colombia (324) y Argentina (269). A pesar de ello
somos el segundo pais en prevalencia de casos en la
region (con 790 casos) (WHO, 2019). Esto se debe a los
indices de desercion y reinsercion de los pacientes en
el programa de lepra, lo cual hace que cumplan el
tratamiento fuera del periodo recomendado por la
OMS (18 meses) o requieran nuevos ciclos. Se realizan

para el seguimiento de su enfermedad.

esfuerzos en la reinsercion de dichos pacientes al
tratamiento, para lograr la curacién de la enfermedad.
Es por ello que se propone una estrategia de control de
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poblaciones basada en la realizacion de censos, con
convocatoria directa y examen clinico casa por casa
con la colaboracién de la poblacion, asi como la
realizacion de campanas informativas de autoexamen
de piel para detectar casos sospechosos y sensibilizar
a la poblacion con Hansen a que mantengan el
tratamiento. Otra medida que se ha implementado en
el Instituto de Biomedicina es la aplicacién de los

Sistemas de Informacién  Geograficos, con
herramientas online que nos permiten ubicar de
manera espacial los nuevos casos para asi

implementar medidas de control en zonas particulares
de mayor riesgo a nivel regional.

La forma clinica predominante en Venezuela para el
ano 2018 es la multibacilar (MB) (85,7%), y afecta en
un 68% al sexo masculino, con un 3,2% de lepra
infantil (menores de 15 afos) y un 5,7% de
discapacidad Grado II a nivel nacional (SAIB, 2018).
Estos valores se corresponden a la literatura mundial,
en donde predominan los casos MB, con menor
afectacion en mujeres (por factores desconocidos en
donde se implican aspectos hormonales) y con menos
casos en nifios y ancianos. La presencia de casos en
niflos refleja la persistencia del bacilo en las
comunidades, la transmision activa y la exposicion
temprana al bacilo (Contreras et al, 2014) y el alto
nivel de discapacidad puede ser explicado por un
diagnostico tardio. La lepra infantil presenta una
epidemiologia bimodal, con escasa presencia de
fenbmenos reaccionales. Existe un predominio de
casos paucibacilares (PB) en menores de 10 afios con
predomio de los fenémenos reaccionales (FR) tipo [ y
con un comportamiento similar al adulto, en mayores
de dicha edad prevaleciendo los FR tipo II (Cortés et
al., 2004; Di Martino et al., 2011). Asi mismo podemos
evidenciar casos de neuritis subdiagnosticados lo cual
lleva a discapacidad en dicho grupo etario, por lo que
debemos enfocarnos en el descarte en contactos
infantiles para lograr la meta de la OMS. En el
Instituto de Biomedicina se reportaron un 33% de FR
en nifos, fendbmeno que puede ser explicado por ser
un centro de referencia de la enfermedad (SAIB, 2018).

Las tasas de curacion promedio a nivel mundial se
ubican por encima del 90%. En Venezuela para el afio
2017 se encontraban en 66% en MB y 94% en PB

(SAIB, 2018). Estos valores se deben a la
optimizacion de registros de desercion de los
pacientes del programa.

En las poblaciones hiperendémicas existe

enfermedad subclinica y subregistro. Esto aunado a
los largos periodos de incubaciéon de la enfermedad, a
los factores de riesgo y transmision atn inciertos, a la
potencial discapacidad que origina y a la inexistencia
de una vacuna eficaz, mantiene el interés de la
poblacion médica en esta enfermedad. En estudios
realizados por el Instituto de Biomedicina (IB) en
poblaciones hiperendémicas se ha evidenciado un alto
namero de pacientes PB y lepra infantil (Aranzazu et
al, 2012). En esas zonas, existe menor densidad
de personal de salud calificado para el manejo de
la enfermedad y existen niveles altos de inseguridad
que dificultan el descarte activo de casos (Guevara
et al., 2017).

Existe mayor prevalencia de casos en climas
tropicales y subtropicales, con elevada temperatura y
precipitaciones, con zonas deforestadas y de dificil
acceso (Silva et al., 2010). La sobrevivencia del bacilo
en el medio ambiente tropical, se estima en 36 horas o
mas (hasta 9 dias). Ademas existen intermediarios en
la transmision, como son las amibas de vida libre, que
permiten mayor supervivencia del bacilo en el
ambiente (Lahiri et al., 2008). Han sido asociados como
factores de riesgo de la enfermedad; la falta de agua,
el bafno en aguas estancadas, rios, lagos o lagunas, la
baja frecuencia de cambio de ropa de cama o hamaca
(>bisemanal), las viviendas tipo rancho o casas rurales
con ambientes oscuros y la mala disposicion de
excretas (aire libre, pozo séptico (Hegazy et al., 2002;
Kerr-Pontes et al., 2006).

El principal reservorio del bacilo de Hansen es el ser
humano. A pesar de ello se han involucrado otros
animales tales como algunas especies de primates
Cynomolgus
macaques), ardillas y armadillos. En el caso particular

(Chimpancés, = Monos  Mangabeys,
del armadillo, su contacto directo se ha asociado con
mayor riesgo de padecer enfermedad de Hansen
(Odds ratio (OR) 2) (Deps et al, 2008; Truman et al.,
2011). En Suramérica existe una relacion espacial
entre el habitat del Dasypus sabanicola (cachicamo) y

las zonas con mayor niimero de casos de la enfermedad,
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con deteccion serologica y molecular de M leprae en
otras especies de armadillo en Brasil (da Silva et al,
2020), hecho que debe ser mejor investigado para
aclarar su papel en la prevalencia de la enfermedad.

El mayor factor de riesgo de la enfermedad es la
distancia espacial y temporal con el caso indice, lo
cual se corresponde con la definicion de contacto. El
riesgo se incrementa con la cercania con el caso indice
de la siguiente manera: aquellos que viven bajo el
mismo techo usando la misma cocina (OR 2,44); los
que viven bajo techos separados compartiendo la
misma cocina (OR 1,69) y los que viven bajo el mismo
techo pero no usan la misma cocina (OR 1,05). El
contacto de una persona por mas de 6 horas al dia por
6 meses con un caso no tratado de Hansen incrementa
el riesgo de padecer lepra, en especial si éste es MB
(Hegazy et al., 2002; Kerr-Pontes et al., 2006; Hoeven
et al., 2008).

Caracterizacion del agente
poblaciones susceptibles

El bacilo de Hansen tiene un diametro de 0,3 a 0,5
micras, longitud de 4 a 5 micras, esta curvado
ligeramente en uno de los extremos y forma
aglomerados (globis), lo cual le permite resistir los
embates del sistema inmunolégico. El bacilo presenta
coloracion Ziehl Neelsen (ZN+); y tiene un tiempo de
duplicacion entre 12 y 14 dias. En razéon del largo
periodo de incubacion es dificil el cultivo empleando
métodos convencionales. En centros de investigacion,
el bacilo se mantiene en armadillos de 7, 8, 9 y 11
bandas (Aranzazu, 1994).

Desde el afio 2000 se dispone de la secuenciacion
genémica completa del Mycobacterium (M) leprae y
actualmente se reconoce al M lepromatosis como otra
especie productora de lepra asociada con la forma
difusa de Lucio y fendmenos de Lucio en México y
Suramérica. Esta especie dispone de factores de
patogenicidad incorporados por plasmidos que se
asocian a mayor severidad de la enfermedad (Han et
al., 2008; Singh et al, 2015). El descubrimiento de la
gendmica y proteémica de la bacteria ha abierto el
camino al conocimiento de vias metabdlicas, factores
de patogenicidad, descubrimiento de antigenos y
proteinas para elaborar pruebas diagnoésticas e

causal y

inmunoterapia.

A pesar de que las caracteristicas del genoma del M.
leprae son excepcionalmente bien conservadas y
altamente clonales, tras los avances en biologia
molecular se han identificado a través del analisis de
polimorfismos de nucle6tidos simples (SNPs) 4 tipos
de micobacterias productoras de Hansen y 16
subtipos, abriendo el campo del estudio molecular y
filogenético del bacilo (Monot et al., 2009; Das et al,
2016). Esto podria explicar su origen, migracion y
algunas diferencias clinicas de la enfermedad.

Los subtipos de micobacterias productoras de lepra
mas comunes reportados en Sur América son el 3I
(73.8%), 4P (11.6%), 1D (6.9%), 4N (6%), y 40 (1.7%).
(Singh et al., 2011). El Instituto de Biomedicina y sus
centros regionales de dermatologia sanitaria han
participado en la recoleccion de muestras para la
de
productoras de lepra en Venezuela, a través de

caracterizacion gendmica las micobacterias
investigaciones realizadas en conjunto con el Dr
Paniz-Mondolfi y sus grupos de trabajo y actualmente
se participa en la recoleccion de muestras de casos de
recidivas o de dificil diagnostico para que, en
conjunto con el laboratorio del Dr De Waards (IB) ,

equipo de investigadores y con ayuda internacional se

su

contintie con la caracterizacion molecular de los tipos
de bacilos productores de lepra, que circulan en el
pais, y se realice un potencial seguimiento de la
resistencia bacteriana.

la caracterizacion genética de
poblaciones, hoy en dia se considera un punto

En cuanto a

fundamental para evaluar susceptibilidad genética
individual y poblacional. Existen genes ubicados en el
cromosoma 6 (6925, 6g26), y polimorfismos en genes
como el de "resistencia natural asociado a la proteina
del macrofago-1" (NRAMP1) que se han asociado a
susceptibilidad para la lepra, asi como polimorfismos
en los promotores para los genes del Factor de necrosis
(TNF-a) , interleucina (IL) -12, IL-10
asociados a la enfermedad. Los alelos del antigeno
leucocitario humano (HLA)-DR2 y DR3 se han
asociado a lepra tuberculoide (OR 3,33) y HLA DQ1 a
lepra lepromatosa (OR 5,4) (Lazaro et al.,, 2010; Mazini

tumoral-a

et al, 2016). Asi mismo se han realizado los estudios
de variantes de codificacion de proteinas en poblaciones
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con lepra (Liu et al,, 2017). De esta manera, partiendo
de la proteina al gen, se puede realizar el analisis
integrado de la red de genes de susceptibilidad a la
lepra,
inmunidad tanto innata como adaptativa y el papel
del interferén gamma, la actividad del factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras Kappa de las

se puede estudiar la participacion de la

células B activadas" (NF-kappaB), filagrina, profilagrina

(barrera cutanea), citoesqueleto (endocitosis

fagocitosis), entre otros, en la enfermedad.

Diagnostico y clasificacion de la enfermedad
de Hansen

El diagnéstico de la lepra debera soportarse con los
criterios: baciloscopicos, histopatologicos,
inmunologicos y en ocasiones con apoyo de la
electromiografia (Aranzazu, 1994; Reyes, 2013). Las
pruebas de intradermorreaccion como la lepromina y
el antigeno soluble han caido en desuso por su poca
disponibilidad al requerir de la micobacteria, que no
es cultivable in vitro. La clave para el diagnostico de
lepra MB, en donde hay inadecuada respuesta celular
(RC) con aumento en el numero de bacterias y
anticuerpos, viene dada por el estudio baciloscopico
de piel y tejidos coloreados con Ziehl Neelsen (ZN) y la
determinacion de anticuerpos a través de pruebas
serologicas. En lepra PB, en donde hay adecuada RC
con poca formacion de anticuerpos y escasas
bacterias, el diagnostico constituye un reto, para lo
cual se propone la elaboracién de nuevas pruebas
intradérmicas estandarizadas a partir de componentes
de la micobacterias, que pasen a sustituir a la
lepromina. En situaciones de dificil diagnostico se
recomienda el analisis de los tejidos empleando
pruebas de biologia molecular y reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). A través de la amplificacion del
(ADN) vy del
ribonucleico (ARN) se han logrado avances en el
descarte de contactos, monitoreo del tratamiento,
determinacion de genes de resistencia a drogas,
descarte de persistencia bacteriana y elaboracion de
guias de terapias dirigidas.

Se define como caso probable aquel paciente con al
menos uno de los dos signos cardinales: (i) pérdida
definitiva de la sensibilidad en un parche o mancha

clinicos,

acido desoxirribonucleico acido

hipo pigmentada o rojiza de la piel; (ii) nervio
periférico engrosado o agrandado con pérdida de la
debilidad de
alimentados por ese nervio (WHO, 2018).

sensibilidad  y/o los musculos
La OMS considera que la evidencia clinica de uno de
estos signos puede sustentar el inicio del tratamiento
siempre que el indice de sospecha sea alto, sea
contacto de Hansen o provenga de zona
hiperendémica. A pesar de ello se recomienda tratar
de confirmar el caso con la basqueda de las bacterias.
Las formas clinicas dependen de la respuesta celular (RC)
del individuo ante la penetracion del M. leprae en el
organismo, de tal manera que en la enfermedad de
Hansen podemos encontrar un espectro de
manifestaciones clinicas que van desde las formas
localizadas hasta las diseminadas de la enfermedad.
Una de las clasificaciones mas importantes es la
clasificacion inmunologica de Ridley y Jopling (Ridley
1966), la

clinicos, histopatologicos e inmunolégicos y clasifica

et al, cual correlaciona aspectos
a la lepra en un espectro que va desde la forma

Indeterminada hasta la Lepromatosa (Figura 1).

Lepra Indeterminada (LI):

Se considera una forma de lepra de inicio en donde
los fendbmenos inmunoldgicos no se han definido y
por lo tanto la forma clinica tampoco. Se caracteriza
clinicamente por la presencia de una o pocas
manchas hipo pigmentadas de pocos centimetros de
didmetro, generalmente con margenes mal definidos,
trastornos sensitivos y test de histamina anormal. El
cuadro histopatolégico es un infiltrado inflamatorio
linfohistiocitario perivascular, perineural y
perianexial. Los bacilos, muy escasos, deben ser
buscados exhaustivamente en los nervios y anexos,
sobretodo en el musculo pilo erector. Los frotis de
piel en sitios convencionales y en la lesion son
generalmente negativos. Las pruebas RC tanto in vivo

como in vitro, dan resultados variables.

Lepra Lepromatosa (LL):

Es la forma difusa debida a un defecto de RC, lo
cual provoca una multiplicacion exagerada de la
bacteria y una invasion de la piel, tejido celular
subcutaneo y todos los érganos internos excepto
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Figura 1. Espectro de lepra segun Ridley y Jopling.

pulmoén y cerebro. Clinicamente se observan lesiones
variadas tales como: Infiltrado eritematoso difuso,
generalizado, especialmente en la cara, puede haber
ataque a los nervios periféricos con dafio del nervio
que se demuestra por anestesia de las manos, y pies.
Se puede ver madarosis. Cuando hay presencia de
infiltracion difusa con eritema sin nodulos se
denomina Lepra de Lucio. La lepra de Lucio se ha
asociado principalmente al M lepromatosis, y puede
llevar a fenémenos periféricos de necrosis en los
pacientes. También podemos evidenciar formas
clinicas donde predominan noédulos aislados o
agrupados placas de
pigmentados, duros brillantes con predominio centro

facial, con infiltracion de pabellones auriculares y

en diferentes tamarnos

depresion en el dorso nasal. Existe invasion progresiva
de las mucosas y del tracto respiratorio alto en un
80% de los pacientes, en ocasiones con rinorrea,
obstruccion nasal hasta destruccion del hueso propio
de la nariz. La laringe y el paladar pueden estar
afectados. El ojo puede dar manifestaciones como:
conjuntivitis, iridociclitis, uveitis, lagoftalmo, ceguera
entre otras. Puede haber ginecomastia por atrofia
testicular. El cuadro histologico se caracteriza por un

infiltrado macrofagico difuso con la presencia de una
banda de colageno sub-epidérmica indemne. Los
macrofagos tienen diferentes grados de vacuolizaciéon
y estan repletos de grandes masas de bacterias. Estas
se pueden encontrar en todas las estructuras de la
piel y fuera de los macroéfagos. Los nervios estan
infiltrados, pero son reconocibles. La reaccion de
Mitsuda y el antigeno soluble son negativos y las
pruebas in vitro de RC son negativas. Hay alta
titulacion de anticuerpos, principalmente contra el
Glicolipido fenolico-1 (GLP-1). Los frotis de piel
(linfas) para el bacilo acido alcohol resistente (BAAR)
son positivos entre 5 y 6+. Ademas existe otro subtipo
de lepra lepromatosa denominada Lepra Histioide con
caracteristicas particulares a nivel histopatolégico que
la diferencian del resto de los pacientes lepromatosos,
con presencia de histiocitos de morfologia fusiforme.

Bordeline Lepromatosa (BL):

Se presentan placas o maculas eritematosas,
eritemato-pigmentadas o violaceas, de morfologia
anular Puede haber
hipoestesia o anestesia total sobre todo en el centro

y distribucién  bilateral,

de las lesiones. El cuadro histolégico se caracteriza
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por un granuloma macrofagico con diversos grados de
vacuolizacibn y presencia de escasos linfocitos.
Coloracién de Fite Faraco (FF) de 4 a 5+ con bacilos
irregularmente distribuidos. Los frotis bacteriologicos
de piel son positivos de 4 a 5+ para BAAR. La reaccion
de Mitsuda y el antigeno soluble son negativos. Las
pruebas in vitro de RC son negativas. Se encuentra un
alto titulo de anticuerpos contra el GLP-1.

Borderline Bordeline (BB):

Las lesiones son intermedias entre LL y Lepra
(LT).
ovales o redondas. La tipica lesion BB es una placa de

Tuberculoide Placas rojizas o asalmonadas,
centro claro de un borde con infiltraciéon variable, de
contorno interno muy bien limitado y externo difuso.
Puede haber anestesia variable sobre todo en el centro
de la placa. El cuadro histopatologico presenta células
epitelioides difusamente esparcidas en el granuloma
sin células gigantes. Macréfagos indiferenciados. Los
distribuidos
irregularmente. Nervios infiltrados pero reconocibles.
Frotis de piel para bisqueda de BAAR: 1 a 3+. La
reaccion de Mitsuda generalmente es negativa, pero
en algunos casos pueden ser débilmente positivas. El

linfocitos pueden estar presentes,

antigeno soluble es negativo y las pruebas in vitro de
RC son negativas. Los titulos de anticuerpos contra
GLP1 son moderadamente positivos.

Borderline Tuberculoide (BT):

Presencia de maculas o placas en namero variable,
mas o menos bien limitadas, asimétricas, rojizas,
parduscas o hipocromicas. Pueden ser elevadas en su
superficie o con un centro claro. Los nervios
periféricos son frecuentemente afectados. Los cortes
histologicos demuestran un granuloma de células
epitelioides focalizadas o rodeados de linfocitos con
numerosas células gigantes. Los nervios y anexos
estan infiltrados, pero pueden ser reconocidos. En la
coloracion de F.F. se observa la presencia de bacilos
escasos predominantemente en los nervios. Frotis
bacteriologicos de piel para BAAR ligeramente
positivos de 1 a 2+ o pueden ser negativos. Reaccion
de Mitsuda y antigeno soluble variadamente positivas.
Pruebas in vitro de RC positivas. Los anticuerpos son
débilmente positivos.

Lepra Tuberculoide (LT o TT):

Las lesiones son generalmente tnicas. Placas rojizas
parduscas y en algunos casos hipocromicas,
redondeadas u ovales, de bordes bien definidos,
generalmente de centro regresivo y anestésico. La piel
en la

lesibn es seca, generalmente escamosa,

alopécica y con anestesia marcada. El cuadro
histologico se presenta como un denso granuloma
formado por células epitelioides muy bien
diferenciadas rodeadas por linfocitos o invadiendo
éstos el granuloma. Hay presencia de células gigantes
de tipo Langerhans. Los nervios y anexos estan muy
infiltrados y la de

irreconocibles. A la coloracion de

mayoria las veces son
FF. no se
encuentran bacilos o son muy escasos. Frotis
bacteriologico de piel: negativo. Reaccion de Mitsuda,
antigeno soluble y pruebas in vitro de la RC positivas.
Los anticuerpos contra GLP-1 son muy débiles o no

se encuentran.

Lepra neural pura

Es una forma de la enfermedad que se ve
principalmente en zonas hiperendémicas y esta
caracterizada por el compromiso de los nervios
periféricos en ausencia de signos cutaneos u otros
signos sistémicos. Las alteraciones neurolégicas son
variables: neuropatia sensitiva o sensitivo motora,
acompafiada o no de alteraciones troficas del
territorio inervado, o de nervios palpables. Algunos
autores consideran a este tipo de lepra para su
clasificacion dentro de las indeterminadas.

La micobacteria puede afectar cualquier 6rgano con
sistema reticulo-endotelial, excepto el cerebro y
pulmén, y cuando esto ocurre sin manifestaciones
predominantes en piel, puede dar origen a la lepra
visceral.

La OMS utiliza una clasificacion operativa de la
lepra y la divide en MB y PB (WHO, 2016). Se
consideraran pacientes PB aquellos que presenten
menos de 5 lesiones clinicas sugestivas de Hansen, y
a quienes no se le identifiquen por ningin método
bacteriolégico la presencia de bacilos (en linfas o
biopsias de tejido). Se consideraran pacientes MB a
aquellos con 5 o mas lesiones clinicas sugestivas de
Hansen, o que presenten afectacion sensitiva o

59 | Tribuna del Investigador [Vol. 21. No 2, 2020



Lepra en Venezuela: Puesta al dia

motora (neuritis pura, o cualquier nimero de lesiones
cutaneas y neuritis) o aquellos a los que se le
identifiquen  bacilos con  cualquier estudio
bacteriologico (independientemente del numero de

lesiones).

Fenomenos reaccionales

Los pacientes con enfermedad de Hansen pueden
presentar FR que corresponden a complicaciones
inflamatorias que pueden aparecer, antes, durante o
después del tratamiento antihanseniano. Existen 2
tipos:

Tipo I. ocurren principalmente en las formas
borderline. La destruccion del bacilo produce eritema
y edema de las lesiones preexistentes o la generacion
de nuevas lesiones. El estado general del paciente no
se compromete y puede haber un grado variable de
dafio neural. Existen 2 formas de presentacion: el
fenomeno de reversion (que es el mas usual) se
caracteriza por una mejoria inmune que lleva a los
pacientes hacia formas mas paucibacilares de la
enfermedad, con reduccion de la carga bacilar; y los
fenémenos de lepromatizacion en donde el paciente
presenta un deterioro inmune que lo lleva a un
incremento del indice bacilar.

Tipo II: estan relacionadas con pacientes MB, en los
cuales la respuesta celular esta ausente o deprimida.
Consiste en una reaccion de hipersensibilidad tipo III.
Las lesiones pueden ser esporadicas o convertirse en
cronicas, extenderse e involucrar diferentes organos
persistiendo por muchos afios. Existen varias formas
de presentacion: de los FR tipo II:

1.- Eritema nodoso leproso: caracterizado por nédulos
eritematosos, dolorosos generalizados en ocasiones
acompanados de fiebre o toque del estado general.

2.-
paciente presenta placas eritematosas violaceas en

Eritema polimorfo leproso: clinicamente el
forma de diana, o coexistencia de placas, nédulos,
vesiculas y ampollas en un momento histoérico. Suele
acompanarse de compromiso del estado general.

3.- El fenémeno de Lucio se manifiesta por la
aparicion de manchas y placas suavemente induradas
o totalmente planas, dolorosas, ligeramente violaceas
halo Esta

acompanarse de artritis, nefritis y esplenomegalia,

con eritematoso. reaccion  puede

ulceracion extensa y necrosis. Se evidencia vasculitis
con presencia del bacilo en la pared del vaso. Las
lesiones requieren semanas para su curacion a pesar
del tratamiento y dejan cicatrices atroficas, que en
ocasiones llevan a la amputacion de zonas distales.
Predominan en las extremidades inferiores y
superiores y son menos usuales en tronco y cara.

4.- Cualquier o6rgano puede verse afectado por el
de

produciendo vasculitis,

depdsito complejos  antigeno  anticuerpo

uveitis, adenitis, artritis,

nefritis, hepatitis, orquitis, neuritis, entre otras.

Otras pruebas diagnosticas

La OMS promueve la elaboraciéon de nuevas
pruebas diagnosticas que permitan el diagnostico
precoz, en especial en pacientes PB y contactos. La
prueba ideal no existe actualmente. Se busca que sea
de facil aplicacion, rapida, econdmica, poco invasiva y
que pueda ser llevada a trabajos de campo en grandes
poblaciones.

Se ha investigado el uso de marcadores lipidicos a
través de improntas de piel (I cm) en placas de
silicona analizadas por espectrometria de masa, (ESI-
HRMS) en lepra (Lima et al, 2015),
herramientas adicionales histopatolégicas como son la

asi como
inmuno histoquimica utilizando la proteina S100
como marcador de las células de Schwann de los
nervios periféricos para facilitar la identificacion del
dano neural (Tirumalae et al, 2014). Ademas se ha
utilizado el método de citologia por puncion con aguja
fina de lesiones de pacientes con Hansen como una
herramienta menos invasiva, obteniéndose una buena
correlacion con la histopatologia (78%-90%) (Ray et al.,
2014). En el Instituto de Biomedicina, en conjunto con
los estudiantes de Citotecnologia de la Universidad
Central de Venezuela, se han realizado esfuerzos para
utilizar nuevos métodos de tincion para la bacteria.

El estudio serolégico de los pacientes con lepray la
PCR son sin lugar a dudas, uno de los puntos mas
investigados actualmente. Desde la utilizacion de
ensayos inmuno-enzimaticos (ELISA) para determinar
anticuerpos contra el GLP-1 en casos y contactos, han
surgido nuevas pruebas diagnosticas serologicas que
buscan un diagnéstico precoz y estudio de contactos.
Se han utilizado proteinas de la bacteria tales como
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MLO0308, ML2498, ML0405 y ML2331, proteinas de
(LID-1), GLP-1
sintético (ND) con proteina de fusion, ND-o-LID,

fusion conjugados combinando
mejorando la sensibilidad diagnéstica en pacientes con
lepra y con eficacia corroborada en mdultiples paises
suramericanos, y en zonas hiperendémicas. El Instituto
de Biomedicina ha sido pionero en la implementacion
de dichas pruebas en Venezuela gracias al trabajo
conjunto de la Dra Rada y el Dr Duthie, investigador
reconocido a nivel mundial en la elaboracién de
nuevas pruebas serologicas en Hansen, logrando
diversas publicaciones que avalan su utilidad (Duthie
et al, 2007; Geluk et al, 2011; Rada et al, 2012,
Duthie et al,, 2014; Rada et al., 2017; Rada et al., 2019).

Ademas se ha disefiado una prueba rapida ND-o-
LID-1 cuantificada por lector de Smart Phone que
inmoviliza 2 antigenos en membrana de nitrocelulosa y
detecta Inmunoglobulina (Igy M e IgG de manera
cualitativa y cuantitativa en 20 min después de
adicionar el suero, con una Sensibilidad de 87% en MB
y 21,2% en PB, con una especificidad 96.1%, valor
predictivo positivo 94% y negativo 97% (Vaz Cardoso
etal, 2013).

La PCR ha sido utilizada para el diagnostico de casos
mejorando la sensibilidad diagnostica en PB al 80% e
inclusive detectando micobacterias en un 44% de
pacientes con lesiones unicas. La técnica de tiempo
efectividad del
cuantificando carga bacteriana y por transcriptasa

real permite medir tratamiento
reversa se puede abordar la viabilidad bacteriana (al

detectar ARN), persistencia bacteriana y recaidas.

Tratamiento de la enfermedad de Hansen

Como norma el tratamiento anti-hanseniano debe
ser con mas de una droga para evitar resistencia
bacteriana. Existen 2 tipos de tratamiento: el
estandarizado recomendado por la OMS y la terapia
alternativa.

La OMS garantiza el acceso gratuito a
medicamentos a todo paciente que se encuentre bajo

PQT estandarizada, que actualmente consiste en el

los

esquema multibacilar (PQTMB), con una forma de
presentacion para adultos y otra para nifios de 10 a 14
anos. En los menores de 10 afios o de bajo peso, la
dosis debe ser ajustada al peso corporal. Los

medicamentos vienen organizados en blister y cada
uno dura 28 dias y debe ser supervisada la primera
toma de medicamento de cada blister. El tratamiento
consta de 3 drogas: rifampicina, clofazimina y DDS y
se administra por 6 meses en PB y por 12 meses en
MB. Esto representa un cambio con respecto al
tratamiento estandar anterior para la lepra PB, que era
la rifampicina y DDS (PQTPB) durante 6 meses, debido
a algunas pruebas que indicaron mejores resultados
clinicos con un régimen de 3 medicamentos (PQTMB),
simplificando el tratamiento, con mejor adhesion del
paciente (WHO, 2018).

En estudio realizado en el Instituto de Biomedicina
(Soucre et al., 2018), se evidenciaron efectos adversos
ala PQT en el 29% de los pacientes, predominando en
las mujeres y en formas multibacilares. Los
principales efectos adversos encontrados fueron
anemia (11%) y cefalea, atribuibles al DDS que
mejoraron tras su eliminacion.

Existen varias terapias alternativas que se utilizan
en pacientes que rechacen algin medicamento,
desarrollen efectos adversos graves o resistencia
bacteriana. Adultos que rechacen clofazimina, se le
administra rifampicina 600 miligramos (mg), una vez
DDS 100 mg al dia,

Etionamida o protionamida

al mes, supervisada.,
autoadministrada.
250-375 mg al dia, autoadministrada. También se
puede sustituir la rifampicina en la PQT por
claritromicina 500 mg al dia en pacientes que no
toleren rifampicina, teniendo en cuenta el potencial
gastrolesivo de la claritromicina. Otros medicamentos
empleados, son las quinolonas, minociclina, pero su
efectividad no se equipara a la PQT y deben ser
reservadas a casos particulares. Existe el esquema
ROM (rifampicina 600 mg, ofloxacina 400 mg y
minociclina 100 mg dosis Gnica) que se puede utilizar
en pacientes con lesion unica PB. La terapia
alternativa no esta recomendada en las embarazadas
ni en ninos. Todos los medicamentos de la PQT
estandarizada pueden utilizarse en el embarazo,
monitorizando los posibles efectos adversos tales
como la anemia en el caso del DDS. En pacientes con
tuberculosis (TB) se dosifica la rifampicina acorde al
esquema de TB y se mantienen el resto de los
medicamentos. En el caso de pacientes inmunosuprimidos,
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se mantiene la misma terapia teniendo en cuenta las
interacciones con los antiretrovirales en pacientes con
el virus de Inmunodeficiencia adquirida (VIH) y
evitando el DDS en pacientes que usen profilaxis con
sulfas. Para la lepra resistente a la rifampicina, las
pautas recomiendan el tratamiento con al menos dos
de
minociclina o quinolona) mas clofazimina por dia

medicamentos segunda linea (claritromicina,
durante 6 meses, seguidos de mas uno de estos
medicamentos por 18 meses adicionales. Cuando la
resistencia a la ofloxacina también esta presente, no
debe usarse una fluoroquinolona como parte del
tratamiento de segunda linea. El régimen de elecciéon
en tales casos consistira en 6 meses de claritromicina,
minociclina y clofazimina seguidos de claritromicina o

minociclina mas clofazimina durante 18 meses

adicionales.
Prevencion de la lepra mediante
quimioprofilaxis

Las pautas de la OMS recomiendan el uso de una
dosis Unica de rifampicina como tratamiento

preventivo para los contactos de pacientes con lepra
(adultos y nifios a partir de 2 afos), después de excluir
la enfermedad de lepra y TB y en ausencia de otras
contraindicaciones. En Venezuela no se dispone
actualmente de rifampicina para dicho fin. Las dosis
recomendadas son dosis tinica de 600 mg en pacientes
mayores de 15 afos, 450 mg de 10 a 14 afos, 300 mg
de 6 a 9 anos, con peso mayor de 20 kilogramos (kg) y
con menos de 20 kg, se le suministra 10-15 mg por kg
de peso (WHO, 2018).

Con respecto a la prevencion con vacunas, no
existen recomendaciones estandarizadas al respecto. A
pesar de ello la literatura concuerda que:

1.- La vacuna con el Bacilo de Calmette-Guerin (BCG)
al nacer, es eficaz para reducir el riesgo de lepra; por lo
tanto, su uso debe mantenerse al menos en todos los
paises o entornos con alta carga de lepra (buena
calidad de la evidencia) (WHO, 2018).

2.-
(segunda dosis de BCG) no esta clara atn (Singh, 2006;
WHO, 2018). En el instituto de Biomedicina se realizd
un estudio que observo una correlacion inversa entre

La efectividad de la revacunaciéon con BCG

el tamano de la cicatriz de BCG y la severidad de la

Enfermedad de Hansen, evidenciandose formas mas
severas en aquellos pacientes sin cicatriz presente
(Jiménez-Pérez et al., 2019).

3.- La evidencia indica la eficacia de M. indicum pranii
en la prevencion de la lepra (calidad de evidencia
moderada) (WHO, 2018). Ademas existen una serie de
vacunas actualmente en periodo experimental que
requieren mayores estudios para su recomendacion (M
vaccae, ICRC, M habana y M leprae muerta por calor,
Lepvax entre otras). A pesar de ello consideramos que
desde de de la
inmunoterapia e inmunoprofilaxis de la lepra en
Venezuela por el Dr Convit (Convit et al., 1983), ésta
herramienta sigue vigente y es necesario mantener la

los inicios los fundamentos

investigacion en este tema para lograr el control de la
enfermedad.

Tratamiento de la reaccion lepromatosa

FR tipo I: El tratamiento de eleccion es la prednisona o
prednisolona a dosis de 0,3 a 1 mg por kg de peso dia.
Se puede utilizar como alternativa dexametasona
5-3mg por dia, clofazimina por su efecto anti-

inflamatorio 300 mg diarios disminuyendo o
espaciando la dosis de acuerdo a la evolucion del
paciente.

FR tipo II. No esta indicado suspender la terapia
antilepromatosa, la droga de eleccion es la talidomida.
Se le atribuyen los siguientes efectos: Antagonizan
mediadores quimicos de la inflamacion, inhibe a los
linfocitos T CD4*, disminuye niveles de TNF-alfa y la
proliferacion de inmunoblastos, inhibe la quimiotaxis
de los polimorfonucleares y la actividad y fagocitosis
del monocito macrdofago, estabiliza la membrana
lisosomal. La dosis habitual es de 100 a 400 mg por
dia o 6 mg por kg de peso por dia, pero la dosis debe
gradualmente descendida, de acuerdo a la
del Efectos

teratogénesis, neuropatia periférica, edema distal de

ser

evolucion paciente. adversos:
manos unilateral, constipacién o diarrea, cansancio
obnubilacioén, erupcion cutanea, sequedad de boca.
Esta

embarazadas y en edad fértil a menos que estén

contraindicada absolutamente en mujeres

esterilizadas y hay vigilar efecto

protrombogeno Se ha descrito ademas el uso de
esteroides sistémicos, methotrexate, azatioprina,

que su
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pentoxifilina, terapia biolégica anti TNc-a acorde a la
disponibilidad de los medicamentos y evolucion del
paciente.

Otras consideraciones del tratamiento

antihanseniano

El control de la lepra se basa en un adecuado
tratamiento multidroga lo cual limita la aparicion de
patogenos resistentes. (WHO, 2018). A pesar de ello se
recomienda un monitoreo periddico del genotipo de la
micobacteria para detectar la aparicion de resistencia.
En contraste con la TB, la prevalencia de resistencia
primaria y secundaria en lepra es poco conocida. Dado
la complejidad del método clasico de determinacion de
resistencia por inoculacibn en pata de raton, el
progreso de la biologia molecular, el conocimiento del
genoma y mecanismos moleculares de resistencia
bacteriana ofrecen una oportunidad valiosa para
determinar susceptibilidad a las drogas a través de la
técnica de PCR (Williams et al, 2012; Martinez et al.,
2014; Chauffour et al., 2018).

Se han realizado estudios por PCR en paises con alta
prevalencia de la enfermedad para determinar
resistencia a los medicamentos utilizados en la
quimioterapia. La resistencia al DDS, rifampicina, y
ofloxacina involucra la sustitucion de aminoacidos
determinados por mutaciones en las regiones
determinantes de resistencia a estas drogas. Se han
estudiado mutaciones en los genes que codifican a la
subunidad beta de la ARN polimerasa bacteriana
(rpop) , en la resistencia a rifampicina, mutaciones en
el gen folP1 para resistencia a DDS , y en el gen de la
subunidad A de la ADN girasa (gyrA) para la ofloxacina.
Por definiciéon la determinaciéon de resistencia es
posible a través de un abordaje temprano a través del
estudio en la secuenciacion del ADN bacteriano. Se ha
reportado resistencia al DDS en un 8-10%, a la
rifampicina en un 1% y a la ofloxacina en un 1%. El
porcentaje de resistencia antibacteriana se incrementa
con los afios de seguimiento de la enfermedad tras el
alta y en recaidas (7.0 % vs 25.7 %). El subtipo 3 SNP
de lepra es asociado mas frecuentemente a recaidas, y
es el que predomina en Suramérica. Mas del 70% de las
mutaciones en resistencia se asocian a recaidas

(Guerrero et al., 2014; Beltran-Alzate, 2016).

En Venezuela, hasta el afio 2016 tras la evaluacion
de 197 casos de Hansen, solo se ha encontrado 1 caso
de resistencia bacteriana asociada al DDS (Singh et al,,
2011). Los casos de recaida de la enfermedad para el
afio 2017 en Venezuela alcanzaban el 8%, y se han
identificado pacientes del subtipo 3, por lo que se
recomienda organizar la vigilancia rutinaria de la
resistencia antimicrobiana empleando métodos
moleculares simples, posibles a ser realizados con el
apoyo de la OMS, para poder detectar a tiempo este
fendmeno.

En un estudio realizado en el Instituto de
Biomedicina Dr. Jacinto Convit, en pacientes con
Enfermedad de Hansen MB, durante el periodo
2010-2013 a través de la evaluacion histopatologica
de biopsias de piel coloreadas con FF, se pudo
evidenciar la presencia de formas solidas asociadas a
viabilidad bacteriana en un 48% de los pacientes tras
un afio de tratamiento recomendado por la OMS
(Suarez et al., 2014).
estudio de PCR, no solo para evaluar resistencia

bacteriana

Es por ello que toma valor el

sino para poder realizar el correcto
seguimiento de manera mas objetiva, de la viabilidad
bacteriana después del tratamiento, y de la curacion
del paciente o aparicion de recidivas. A raiz de estos
hallazgos consideramos que la terapia debe ser
individualizada y se debe

seguimiento de los pacientes, con optimizacion de los

realizar un correcto

criterios de alta, en donde un afio en ocasiones, no es
suficiente para la erradicacion del bacilo.

CONCLUSIONES

La lepra es una enfermedad milenaria con grandes
avances en la comprension de la enfermedad, en
especial en lo que se refiere al conocimiento del
agente causal y elaboracibn de nuevas técnicas
diagnosticas y de seguimiento del paciente. El
Instituto de Biomedicina ha sido por excelencia un
centro de formacién, diagnoéstico y manejo de la
enfermedad de Hansen. Para obtener una vision de
futuro, debemos volver al pasado con una institucion
fuerte para lo cual es fundamental el trabajo conjunto
del Ministerio-Hospital Vargas, la UCV, OPS y OMS,
con enlaces internacionales con otros grupos y centros
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de investigacion en donde todos con nuestro trabajo,
somos necesarios e importantes para conseguir las
metas propuestas por la OMS para la eliminacion de la
enfermedad. Las lineas de trabajo que maneja la
institucion se enfocan actualmente en tratar de
optimizar el registro, reporte y seguimiento de casos,
llevar el tratamiento estandar y anti-reaccional a los
pacientes, y mantener la investigacion en los aspectos
epidemiologicos, microbiologicos, serologicos y
genéticos de la bacteria, sin descuidar la docencia y
formacion necesaria para crear una generacion de

relevo para el control de la lepra.
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RESUMEN

La lepra es una enfermedad infectocontagiosa, granulomatosa, crénica, no
hereditaria; causada por el “bacilo de Hansen”. En Venezuela tenemos varios estados
que presentan tasas de prevalencia para lepra por encima de los niveles de
eliminacion estipulados; tales como es el caso de los estados Apure, Cojedes, Barinas
y Portuguesa. En estos estados hiper endémicos se realiz6 un estudio explicativo y
correlacional, un estudio de casos y controles con la finalidad de evaluar los posibles
factores de riesgo. Se realiz6 un analisis univariado y a las variables significativas se
le realizo una regresion logistica. Se estudiaron como variables la edad, genero,
cicatrices de vacunacion con BCG, antecedentes familiares de Hansen,
hacinamiento, ingesta de ciertos alimentos, condiciones de la vivienda y servicios
basicos. Los resultados obtenidos sefialan que los factores de riesgo significativos
en el analisis multivariado son: familiares con antecedentes de Hansen,
hacinamiento y carencia de servicios basicos tales como electricidad, teléfono, agua,
disposicion de excretas. Como factores protectores, la vacunacion con BCG y
alimentacion adecuada.

Palabras clave: Lepra; Hansen; Prevalencia; BCG; Factores de riesgo.

RISK FACTORS IN LEPROSY
ABSTRACT

Leprosy is an infective contagious, granulomatous, chronic, non-hereditary disease;
caused by the "Hansen's bacillus." In Venezuela we have several states that have
prevalence rates for leprosy above the stipulated elimination levels; such as the
Apure, Cojedes, Barinas and Portuguesa states. In these hyper endemic states, an
explanatory and correlate study was conducted, a case and control study in order
to evaluate possible risk factors. A univariate analysis was performed and also a
logistic regression with the significant variables. Age, gender, BCG vaccination
scars, Hansen's family history, overcrowding, intake of certain foods, housing
conditions And basic services were studied as variables. The results indicate that
the significant risk factors in the multivariate analysis are: family members with
Hansen’s background, overcrowding and lack of basic services such as electricity,
telephone, water, excreta disposal. As protective factors; vaccination with BCG and
adequate alimentation were found.

Keywords: Leprosy; Hansen; Prevalence; BCG; Risk factors.
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INTRODUCCION

La primera descripciébn autentica de la lepra
corresponde a los hindues, los cuales la designan como
Kushtha, que significa “corroerse” en sanscrito,
descrita en el libro Sushruta Sanshita en el afio 600 A
de C; especifica de manera clara y precisa los sintomas
de la enfermedad. Por tales evidencias historicas el
medico historiador asiatico Zumbaco Pacha, afirma
que el Asia Central ha sido la cuna de la lepra, a partir
de la India y de alli se propagé hacia el Oeste y el Este,
antes de la era cristiana. (OPS, 2002; Terrones et al.,
1987) Europa sufri6 entre los siglos XI y XIV el azote
de la lepra, contribuyendo las cruzadas a su rapida y
extensa transmision, causando grandes estragos. Para
la fecha del descubrimiento de América, la lepra era
una enfermedad extendida en paises como Espania,
Portugal, Francia, Holanda, Inglaterra, los cuales
fueron los mas vinculados con la conquista americana
y es asi como la lepra llega con los enfermos, que para
escapar de su situacion social, hacen uso de todos los
medios  para expediciones
conquistadoras de un nuevo mundo alejado, donde
esperan encontrar sosiego y libertad, y quizas hasta la
posible curacion a sus males (Aranzazu, 1994).

En Venezuela, la lepra fue introducida en los
primeros afios de la conquista y el primer caso se
describe para 1626 en la persona del Capitan general
de la provincia Don Pedro Gutierez de Lugo.

Pasa un largo periodo de 200 afios en que no se
tiene informacion de su presencia, al menos, para dar
origen a documentacion del problema. En el afio 1873,
Armauer Hansen descubre en el campo de la
investigacion cientifica, el Mycobacterium leprae (M.
leprae), conocido desde entonces como “bacilo de
Hansen”, el cual es un bacilo acido-alcohol resistente
(AAR), y es el causante de la lepra, la cual es una
enfermedad  infecto-contagiosa, granulomatosa,
cronica, no hereditaria y aunque para propoésitos
practicos se sigue considerando a la lepra como una
enfermedad exclusivamente humana, parece estar
definitivamente demostrada la existencia de lepra
natural en otros animales, lo que ha llevado inclusive
a la consideracién de la lepra como una zoonosis.
(Aranzazu, 1994; Zulueta, 1994). La lepra es una

enrolarse en las

enfermedad  altamente infecciosa de  baja
patogenicidad; la aparicion o no de la enfermedad esta
intimamente  relacionada con la  respuesta
inmunolégica celular del huésped. La resistencia
dependera de la calidad de la respuesta inmunologica,
especificamente dependera de los mecanismos de la
inmunidad mediada por células, de la cual es
responsable la expansiéon clonal mediada por
linfocitos T (Ulrich, 1994; Ulrich, 1997).

En cuanto al contagio; este se realiza a través del
contacto enfermo-huésped sano susceptible, sin
haberse comprobado firmemente la presencia de
vectores, a pesar que se han encontrado bacilos AAR
en artropodos e insectos provenientes tanto de zonas
endémicas como no endémicas. Las observaciones
realizadas sobre incidencia entre personas en contacto
con enfermos han establecido claramente que los
pacientes multibacilares y del espectro limitrofe o
bordeline (BB)-polar lepromatosa son los de mayor
importancia epidemiolégica en la transmision.

En cuanto a la forma de transmisién, las lesiones
cutaneas y la mucosa nasal han sido reconocidas como
fuentes de M. leprae. La via respiratoria alta es la
fuente mas importante, el microrganismo puede
proceder también de la superficie cutanea, sobre todo
cuando existe una solucion de continuidad. Se han
hallado bacilos en productos de excrecion tales como:
esperma, orina, leche materna y materia fecal; pero no
se ha determinado si juegan un rol importante en la
difusion de la enfermedad. Se considera la piel y el
aparato respiratorio como la via tradicional de entrada,
llama la atencion que en los paises tropicales que
cubren poco su cuerpo, las primeras lesiones aparecen
en las areas descubiertas. El bacilo penetra la piel
estando intacta o lesionada, lo cual facilitaria la
infeccion (Aranzazu, 1994; Zulueta, 1994).

El estudio de los factores de riesgo en lepra
aportaria importante informacién epidemiologica para
conocer aspectos sobre la diseminacion de la
enfermedad y permitiria la deteccion precoz de los
nuevos casos o delimitaria los grupos de alto riesgo
que sera necesario tratar (modificacion de factores). La
presencia de diferentes eventos en salud, sean
negativos o positivos, no ocurren al azar. A través de

67 | Tribuna del Investigador | Vol 21, No. 2, 2020.



Factores de riesgo en lepra

los siglos se ha observado una relacion muy estrecha
de estos eventos con el medio ambiente, las
condiciones sociales y otros determinantes. Todos
ellos tienen caracteristicas comunes; su aparicion en
estrecha relacién con su entorno espacial, en un
tiempo determinado y en una poblacion especifica. En
Venezuela, al igual que en otros paises de América, la
lepra contintia siendo un problema de salud publica.

Segun criterios de la OMS, Venezuela alcanzo en
1997 el nivel de eliminacion de la lepra, o sea un nivel
de prevalencia inferior a 1x10.000 habitantes, con la
salvedad que esa taza de eliminacion fue alcanzada
como pais, pero al evaluar la tasa por estados se
observo que varios estados tienen tasas por encima de
ese nivel; tal es el caso de los estados; Apure, Barinas,
Cojedes y Portuguesa.

Entre las herramientas con las cuales se cuenta,
que permiten describir la magnitud de los problemas
de salud, para la identificacion de sus relaciones con
factores condicionantes especificos y para el apoyo a
la toma de decisiones sobre intervenciones apropiadas
del sector salud, se cuenta con el Sistema de
Informaciéon  Geografica, el cual consiste en
herramientas computarizadas que permiten el manejo,
proceso y analisis
(incluyendo el de variables multiples en forma
simultanea) ya que permite integrar grandes
cantidades de datos de diversas fuentes en mapas,
graficos y cuadros. En vista de la necesidad de precisar
la existencia en la poblacion, de factores que al actuar
de manera conjunta, pudiesen agruparse como
factores de riesgo para contraer la enfermedad y
contando con la presencia de focos
hiperendémicos de lepra; se realiz6 un estudio de
casos y controles en comunidades de los estados
Cojedes, Portuguesa y Apure, seleccionadas por su alta
prevalencia de lepra, seglin los datos aportados por los
Servicios de Dermatologia Sanitaria de cada estado.

dindmico de informaciéon

varios

METODOLOGIA

Tipo de estudio
El presente estudio se inscribe segin el analisis y
alcance de los resultados dentro de los estudios

explicativos o analiticos y correlacionales, y dentro de
la clasificacion de los explicativos es un estudio de
casos y controles.

Explicativos porque mas alla de la descripcion de
conceptos o fendémenos y del establecimiento de
relaciones entre conceptos, esta dirigido a responder a
la causa de los eventos, explicar porque ocurre el
fenomeno (enfermedad de Hansen) y en qué
condiciones se expresa.

Siendo la  investigacion
estructurada, de hecho implica
descripcion y correlacion o asociacion).

También es cualitativa correlacional debido a que
se trata de tener un alcance correlacional entre dos o
mas conceptos, categorias o variables, aunque no
midiendo la relacién, ni estableciendo numéricamente

explicativa  mas
(exploracion,

su magnitud.

Poblacién y muestra

En vista de la necesidad de precisar la existencia en
la poblacion, de factores que actuando de manera
conjunta, pudiesen agruparse como factores de riesgo
para contraer la enfermedad y contando con la
presencia de varios focos hiperendémicos de lepra, lo
cual ofrece una oportunidad importante para estudiar
esta interrelacion de factores de riesgo en poblaciones
relativamente limitadas, pero con alta transmision de
la enfermedad, se realiz6 un estudio de casos y
controles en comunidades de los Estados Cojedes,
Portuguesa y Apure, especificamente en las
poblaciones de Mamaria y Ospino del Estado
Portuguesa, Mapurite, Retajao, Sta. Teresa, Cario
Hondo poblaciones del Estado Cojedes y del Estado
Apure la poblacion de Arichuna, todas ellas con altas
prevalencia de lepra (hiperendémicos)

Métodos estadisticos

Para la seleccion del tamario de la muestra se utilizo
el Epiinfo version 2010 para lo cual se aceptaria un
error alfa de 0,05- un error beta de 0,2, una razén de
discrepancia (RD) de 2 y un porcentaje del factor con
menor frecuencia en el grupo control de 20%, lo cual
significa en un estudio lcaso a 3 controles; una
muestra minima de 120 casos y 360 controles, pero en
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vista de que se dispuso del recurso se estudiaron 252
casos y 1153 controles.

Se calcul6 la proporcion de cada variable en los
casos y la proporcion en los controles, se estimo la
significancia por Chi cuadrado o Fisher y las razones
de discrepancia por el método Corn field con sus
limites de confianza.

A las variables que resultaron significativas con el
analisis univariado se les realizo el modelo matematico
de regresion logistica, permitiendo representar una
variable asociada a un fenbmeno, asi como predecir las
probabilidades de ocurrencia del fenémeno a analizar.
En este caso si la variable actuaba como factor de
riesgo o como factor protector.
cualitativas se introdujeron como variables “dummy”,
convirtiéndolas en valores 0 y 1 de acuerdo a la
ausencia o presencia.

Las variables

Técnicas e instrumentos utilizados:

El proyecto fue considerado y aprobado por el
Comité de Bioética del Servicio Auténomo Instituto de
Biomedicina.

Para obtener el consentimiento informado de los
participantes, se disefi6 un modelo escrito que diera
informacion acerca del estudio, explicando en
lenguaje sencillo los procedimientos a seguir, que la
participacion es  voluntaria y la
confidencialidad de los datos obtenidos, con el fin de
personalizar el proceso de comunicacion y se
detallaran los pormenores del proyecto.

Se trabajo con la vision de la complementariedad de
técnicas e instrumentos debido a la naturaleza del
estudio.

Se aplicoé una entrevista estructurada, es decir se
tomo6 la forma de un interrogatorio en el cual las
preguntas se planteaban siempre en el mismo orden y
con los mismos términos, se realizd sobre la base de
un formulario previamente preparado y estrictamente
normalizado., sustentado por una observacion directa
al participante en todo el proceso investigativo.

Se recopil6é informacion sobre la condicion socio-
economica de las familias, servicios con que cuenta la
vivienda (luz, aseo, disposicion de excretas, teléfono,
agua potable), se observaron las caracteristicas de las
viviendas y sus condiciones, ademas utilizandose el

estricta

método de la observacion directa, estructurada, ya que
de antemano se establecié una pauta de observacion
explicita en donde se detalld cuales datos se iban a
solicitar. La valoracion nutricional se determiné en el
interrogatorio mediante preguntas que precisaban en
que se basaba la alimentacion de las personas
entrevistadas, dichas preguntas se redactaron para
obtener respuestas Ginicas que permitieran determinar
el consumo o no de ciertos alimentos, el horario y la
frecuencia de dichos consumos. Lo cual puso de
manifiesto si se cumplia con una alimentacién

balanceada, (encuestas carencias especificas
proteico—calérica).
Cicatrices de BCG

Se revis6 numero de cicatrices de BCG y relacion
familiar con pacientes diagnosticados (extra

domiciliarios e intra domiciliarios).

Conociendo que el hacinamiento es la acumulacion
de muchas personas en un espacio reducido, se
pregunto a los entrevistados: Numero de personas que
convivian en esa vivienda, nimero de habitaciones de
la vivienda discriminando como habitacion donde
dormian las personas.

Previo a la aplicacion del instrumento se realizé un
proceso de induccion a los entrevistadores con la
validacion del mismo.

Se realiz6 evaluacion clinica a todos los individuos
que conformaron la muestra, realizando una historia
clinica dermatologica,
archivadas en el Servicio de Dermatologia Sanitaria de
los respectivos estados. Durante el examen clinico
dermatolodgico realizado tanto a los casos como a los
controles, se precisd la edad y el género de cada
participante en el estudio. Se utilizd un Sistema de
Informacién Geografica (SIG) es decir un sistema

las cuales se encuentran

computacional que permitiera el almacenamiento y
relacionara datos georreferenciados con
caracteristicas de mapas, especificamente mapas
tematicos es decir que mostrara en forma pictérica
informacién relacionada con uno o mas temas, como
fue genero de los pacientes, ubicacion
georreferenciada de las viviendas, ubicacién de los
pacientes en las viviendas y forma clinica.
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Criterios de inclusién de casos

1.-Pacientes diagnosticados de Enfermedad de
Hansen residentes en las poblaciones de Retajao,
Mapuirite, Sta. Teresa y El Baul del Estado Cojedes.
diagnosticados de Enfermedad de
Hansen residentes en la poblacién de Arichuna del
Estado Apure, mamaria y Ospino del
Portuguesa.

3.-Acepten contestar el instrumento de trabajo
(encuesta).

2.-Pacientes

estado

Criterios de inclusién de controles

1.- Personas aparentemente sanas que residan en las
poblaciones en estudio.

2.- Acepten contestar el instrumento de trabajo.

RESULTADOS

La evaluacion se realizd a un total de 1405
individuos. Teniendo una distribucioén de 252 casos y
1153 controles. Tal como se observa en la Tabla 1; se
encontré una mayor proporcion del género masculino
(68,65%) en los casos con mayor prevalencia en el
grupo etario entre 24-34 afos de edad. La
comparacion de riesgo por género, resulto significante
(p<0.0000001) y una razéon de verosimilitud de 2,69
(LC95: 2,00-3,64), lo cual indica que el género
masculino tiene un riesgo dos veces mayor que el
femenino de contraer la enfermedad.

Relacion entre cicatrices de BCG y aparicion de la
enfermedad.

Se realiz6 una distribucion de acuerdo al nimero de
cicatrices de BCG, especificando desde cero (0) hasta
seis (6) cicatrices de vacunacion con BCG. Se obtuvo
en los 252 casos que el 45,63% no tenia cicatriz de
BCG. En la Tabla 2 se puede observar que el namero
de casos con cicatrices va disminuyendo hasta 0,39%
(1 caso) con 6 cicatrices. Con relaciéon a los controles,
el 179 no tenia cicatrices de BCG y solo el 0,17 % con
6 cicatrices de BCG.

Tabla 1. Distribucion de casos y controles de Lepra segiin el grupo etario
y género; provenientes de las comunidades seleccionadas en los estados
Cojedes, Apure y Portuguesa

EDAD CA CO TOTAL
SEXO F M F M CAS CON
0-14 16 13 04 02 29 06
15-24 11 25 62 55 36 117
24-34 13 35 152 123 48 275
35-44 11 23 182 110 34 292
45-54 12 29 110 114 41 224
55-64 o7 15 71 48 22 119
65YMAS 09 29 47 58 38 105
SD 0O 04 08 07 04 15
TOTAL 79 173 363 517 252 1153
CA: CASOS

CO: CONTROLES

Al comparar la razon de la discrepancia de los
distintos nimeros de cicatrices; considerando riesgo o
razon de oportunidad (OR) =1, relacionado a la
ausencia de cicatrices; se obtuvieron razones de
discrepancia significantes para una cicatriz OR de 3,51
con limites de confianza entre 2,56-4,82. La mayor
razon de discrepancia se obtuvo para tres cicatrices
con un OR de 17,0 y limite de confianza entre 3,98-
102,4.

Analisis multivariado de las condiciones

socioeconomicas
En el analisis multivariado resultaron positivas las

variables tales como: edad, género, hacinamiento,
electricidad, familiares con lepra y cicatrices de BCG
entre otros. En la Tabla 3 se pueden observar los
valores de Beta (razéon de discrepancia) y los limites de
confianza (LC95) Los valores de Beta, representan el
riesgo relativo de cada variable una vez realizado el
estudio de multivariables; lo que indica que los
factores que indican mayor riesgo, serian familiares
con Lepra, contacto con casos no familiares y la falta
de ingesta de proteinas. Entre posibles factores de
proteccion podrian indicarse; las condiciones de la
vivienda, vacunas de BCG y no vivir en hacinamiento.
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Tabla 2. Distribucion de casos y controles de lepra en comunidades
hiperendémicas y riesgo relativo segin el nimero de cicatrices de BCG,
en los Estados Apure, Cojedes y Portuguesa. Venezuela 2003.

Tabla 3. Andlisis de las distintas variables que pudieran estar o no,
asociadas a la aparicion de la Lepra. BETA es la razon de discrepancia,
que permite sugerir cuales variables tienen relevancia en la aparicidn
de la enfermedad. El mayor riesgo para contraer la lepra es la
convivencia con personas que la padezcan.

CICATRIZ CA CO TOTAL OR LC VARIABLE BETA p
DE BCG M F M F CA CO EDAD 0,501
0 87 28 131 72 115 203 1 03150710 00000
1 67 42 299 377 109 676 351 256 4,82 GENERO 0,506
0,002
2 17 7 65 134 24 198 470 2,83 7,83 (0,327 - 0,728)
3 1 1 17 43 2 60 170 398 1024 HACINAMIENTO 0,658 0.041
4 0 0 3 10 0 13 736 099 1527 (0,441 = 0,983)
CICATRICES DE 0,363
5 0 1 2 0 1 2 1,13 0,08 31,90 ' 0,000002
BCG (0,246 - 0,549)
6 0 1 0 0 1 0 INDE
FAMILIARES 4,834
CA:CASOS  CO: CONTROLES INDE: INDEFINIDOS LEPRA (3131 -7.464) 0,0000001
L TELEFONO 0,433
Georreferenciacion de los casos de lepra en una 0,019
comunidad (0,206 - 0,910)
N ) . . ELECTRICIDAD 0,489
Utilizando el SIG, se logré describir espacialmente la 0,002
. . . ) (0,311 - 0,768)
situacion de la lepra en la comunidad. Se tomdé una
comunidad representativa; en la distribucion de los CARNES ROJAS 2,396 0.019
casos con relacion al tipo de vivienda, los resultados (1,594 - 3,601)
indican que tanto el nimero de casos paucibacilares DISPOSICION DE 0,461 0.002
como multibacilares, en vivienda rural supera en BASURAS (0,281-0,758) ’
350% el numero de casos ubicados en las viviendas LEPRA EN OTRAS 2396
- indi ~ Vi ’ 0,000029
tipo rancho, lo cual indica que el tipo de vivienda no PERSONAS (1,594 — 3.601)

es el factor determinante en la aparicion de la lepra.
(Fig 1). Se puede observar en el mapa; que en varias
viviendas se encontré mas de un caso de lepra.

DISCUSION

De la serie de factores evaluados en este estudio de
casos y controles resultaron significagntes en la
regresion logistica (analisis multivariado) las siguientes
variables:

La edad es uno de estos hallazgos, la presencia en
el estudio de una proporcion relativa de casos de
poblacion joven, entonces siendo el periodo de
incubacion de la lepra hasta de 20 afios (Bakker et al.,
2006; Pinto et al, 2002) esto sugiere, que la
enfermedad se esta adquiriendo a temprana edad. Se

ha visto en otros paises en los cuales la enfermedad se
ha eliminado completamente, lo contrario a esta
situacion, con alta frecuencia relativa en edades
avanzadas, es lo que se observa en areas de baja
frecuencia, como fue observado en otros paises, entre
ellos Portugal. Tal como se plantea en la literatura, que
cuando existe un programa estable en lepra, esta
aparece con mayor frecuencia en las edades después
de los 35 anos y comienza a descender en los menores
de 15 afos, como respuesta al trabajo de control y
prevencion (Bakker et al., 2006). En este estudio la
elevada frecuencia en edades jovenes se explicaria por
la condicion de hiper endemicidad de las poblaciones
estudiadas.
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Leyenda —— Viviendarural | ... Numero de casos lepra multibacilar (MB)

mmm Rancho ttNdmero de casos lepra paucibacilar (PB)
Figura 1. Distribucidn de las viviendas de acuerdo a su tipo y casos de
lepra segn forma clinica. Caserio Mapurite, Estado Cojedes, Venezuela.

En relacién a género, se encontré un predominio
masculino, lo cual esta de acuerdo con otros estudios
donde se mantienen diferencias, tal como lo
encontrado en estudios. llevados a cabo en Malawi y
Brasil, donde se encontr6 que la mayor frecuencia
correspondia al género masculino (Helene et al., 2002).
Aun cuando se ha reportado en algunos paises
latinoamericanos que no se aprecian diferencias
significativas por género. En algunas zonas africanas la
mujer esta mas afectada. El nimero superior de casos
entre los varones ha sido atribuido a su mayor
movilidad y oportunidades de contacto con casos en
muchas poblaciones.

En este estudio, hubo el predomino del género
masculino, siendo mayor el riesgo en este género, la
prevalencia de la lepra esta cerca de 1,8/1,0 en
hombres y mujeres, respectivamente.

Es aceptado que cerca del 90% de la poblacion
tiene resistencia natural al bacilo de Hansen, es decir,
el individuo se puede infectar pero no se enferma. Esta
resistencia natural proviene de la respuesta inmune,
de la magnitud y frecuencia de la exposicion al bacilo
y de la vacunacion previa con BCG. Estudios
mundiales muy extensos avalados por la Organizacion
Mundial de la Salud durante mas de 20 afios han

mostrado que la vacuna de BCG protege contra la lepra
hasta en un 70% por mecanismos de inmunidad
cruzada (Aranzazu et al., 1994).

Con respecto al numero de vacunaciones con BCG,
en América Latina se han realizado investigaciones
acerca de este tema. Un estudio de 90 casos y 3641
controles apareados segun edad, sexo y lugar de
residencia que se realizo6 en Venezuela durante la fase
de reclutamiento de participantes de un ensayo
clinico controlado. (Convit et al, 1992). En otro
estudio se estimo6 que la eficacia de la vacuna de BCG
contra la lepra en personas con una o mas cicatrices
de la vacuna fue 56% y que la proteccion aumentaba
directamente con el nimero de cicatrices (Setia et al.,
20006).

Otra investigacion realizada en Brasil con escolares
(62 casos y 186 controles) en el cual se observo que la
presencia de cicatriz de la vacuna con BCG se asocio
directamente con el padecimiento de la enfermedad.
El riesgo estimado de contraer la infeccion de los no
vacunados fue 5,3 veces mas alto que el de los
vacunados. La eficacia estimada de la vacuna fue 81%.
Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos en
estudios previos, considerando que el efecto protector
del BCG contra la lepra se encuentra entre 45y 75% y
la proteccion se incrementa con el numero de
vacunaciones con BCG (Bakker et al.,, 2006; Aranzazu
et al., 1994; Setia et al., 20006).

El contacto cercano (domiciliario) es otra de las
variables que resulto significativa, hay numerosas
pruebas de que los contactos domésticos de pacientes
leprosos corren un gran riesgo de contraer la
enfermedad. Un amplio estudio de la poblacién en
Filipinas fue el primero que proporciono indices de
estudios normalizados, indicando que los indices de
aparicion de la enfermedad entre los contactos varian
segln el namero de casos a quienes esta expuesto.

Los resultados de este estudio concuerdan con que
el contacto intra domiciliario es un factor de riesgo
que aumenta la posibilidad de contraer la enfermedad
cuatro (04) veces mas (Bakker et al., 2006).

También se menciona que el riesgo elevado de
contraer la enfermedad se debe al contacto, al medio
comun y probablemente a wuna susceptibilidad
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heredada. (Ulrich, 1994; Ulrich, 1997) La
susceptibilidad  parece  estar  genéticamente
determinada. Los diferentes tipos de lepra que
desarrolla el individuo estan relacionados con los
genes ligados al sistema HLA. La lepra no es
hereditaria, lo que se puede heredar es la
susceptibilidad a padecerla. (Setia et al., 2006).

En cuanto a la desnutricion como factor no
especifico (Giusti et al., 2007), ha sido sefialada no solo
en la lepra sino en diversas infecciones, al influir en la
respuesta Aunque no hay evidencia
suficiente para probar que la malnutricién es un factor
de riesgo en lepra, existen observaciones que permiten
precisar que la asociacion entre inmunodeficiencia y
mal nutricion proteico calorico severa, incrementaria
el riesgo de desarrollar la enfermedad y la severidad de
la infeccion. En este estudio la disminucion en la
ingesta de proteinas, puesta de manifiesto en la
disminucion del consumo de carnes rojas fue
significativo como factor de riesgo, es mas, todas las
variables que se relacionaban con alimentacion
resultaron significativas (ingesta de harinas, consumo
de carnes blancas, etc.).

Es sabido que a menudo la lepra acompafa las
malas condiciones de vida. En Venezuela se ha
intentado apreciar la influencia del nivel de desarrollo
socioeconémico en la endemia de lepra, ponderando
un conjunto de indicadores que incluyen: estado

inmune.

nutricional, alfabetizacién, saneamiento basico,
disponibilidad de servicios médicos, grado de
industrializacion, lo cual permiti6  visualizar

importantes diferencias en cuanto a la incidencia y
asociadas al grado de desarrollo
socioeconomico. Igualmente se ha apreciado que la
prevalencia de lepra es seis veces mas alta en los
paises de bajo nivel econémico (Pinto et al., 2002).

El hacinamiento es la acumulacion de muchas
personas en un espacio reducido utilizado como
vivienda y traduce las condiciones de pobreza en las
cuales viven o han vivido capas de la poblacion (OPS-
OMS, 2000). Los criterios para establecer la situacion
de hacinamiento varian segin los diferentes paises y
se encuentra entre 2 y 4 personas por pieza o 6 o0 mas
personas por dos piezas (Setia et al., 2006; OPS-OMS,

prevalencia

2000). Desde la concepcion de que el espacio es el
elemento basico de la vivienda para la defensa de la
personalidad y de los factores relacionados con las
enfermedades, por supuesto incluyendo la lepra
(Helene et al., 2002) y las formas clinicas baciliferas
que permiten el mayor acercamiento de pacientes con
contactos intra domiciliares y aumenta el riesgo de
contraer la enfermedad (Zuniga et al, 1987; Convit,
1980). Fue observado en las poblaciones estudiadas
que algunas viviendas, especialmente de los casos,
estan sobre habitadas y sus habitantes viven en
hacinamiento.

La privacion material evaluada mediante el ingreso
o el consumo del individuo o la familia o atin mas la
falta de ingreso necesaria para satisfacer las
necesidades, es un coadyuvante para los otros factores
de riesgo en la lepra como son la falta de una vivienda
adecuada y que tenga los servicios basicos necesarios.
Un estudio publicado por el
Rehabilitacion Social del Enfermo de Lepra en Madrid,
Espafia, plantea que esta enfermedad es mas
frecuente en pacientes analfabetos y sin ocupaciéon o
con ocupaciones mal remuneradas (Ministerio de
Servicio Sociales, 1992). Coincidiendo con los trabajos
realizados por Pinto Neto (Pinto et al., 2002), al afirmar
que la lepra se ve en personas con poco
desenvolvimiento econdémico. Los factores que
resultaron significantes en el analisis univariado, pero
no en el multivariado pueden ser considerados como
de asociacion secundaria, como fueron pisos, tipo de
vivienda, agua, conuco, consumo de vegetales, y
carnes blancas,
condiciones de vida,
representadas en este estudio por otros factores
evaluados.

En relacion a trabajo remunerado, posiblemente el
hecho de ser poblaciones rurales con escasas fuentes
de trabajo, sean la explicacion a la falta de diferencia
significativa, ya que existe la posibilidad que las
personas sanas emigrarian selectivamente hacia areas
con mas facilidades de obtener trabajo.

Patronato de

son factores relacionados a las
las cuales fueron mejor
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RESUMEN

La lepra es una enfermedad infecciosa cuyo tratamiento consiste en el
esquema de poliquimioterapia (rifampicina, dapsona y clofazimina) que ha
logrado disminuir su prevalencia mundial. A pesar del impacto positivo de esta
terapia, su eficacia se encuentra en riesgo con la aparicién de resistencia a los
medicamentos. Estas preocupaciones han sugerido el desarrollo de una vacuna
capaz de promover una respuesta inmune de larga duraciéon para la eliminacién
de la lepra. El objetivo de este trabajo es realizar una revision documental de los
aspectos histéricos de la inmunoterapia e inmunoprofilaxis en Venezuela y a
nivel mundial, mencionando los avances en protedmica y gendémica, las vacunas
iniciales y las actualmente operativas en la enfermedad.

Palabras Clave: Enfermedad de Hansen; Mycobacterium leprae; Vacuna;
Inmunoterapia; Lep-VaxF1.

ADVANCES ON A VACCINE FOR HANSEN'S DISEASE

ABSTRACT

Leprosy is an infectious disease whose treatment consists of the
polychemotherapy scheme (rifampin, dapsone and clofazimine) that
has managed to decrease its worldwide prevalence. Despite the positive
impact of this therapy, its efficacy is at risk with the appearance of
resistance to the drugs. These concerns have suggested the development of a
vaccine capable of promoting a long-lasting immune response to the
elimination of leprosy. The objective of this work is to carry out a
documentary review of the historical aspects of immunotherapy and
immunoprophylaxis in  Venezuela and worldwide, mentioning the
advances in proteomics and genomics, the initial vaccines and those
currently operative in the disease.

Keywords: Hansen's disease; vaccine;

Immunotherapy; Lep-VaxF1.

Mycobacterium  leprae;
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INTRODUCCION

La lepra es una enfermedad infecciosa milenaria
que genera un estigma en los pacientes que la
padecen, debido a que causa afectacion de la piel y
nervios periféricos produciendo neuropatias y el
desarrollo de discapacidades. En el ano 1873, el
Mpycobacterium leprae (M. leprae) se identifico como
agente etiolégico causante de la enfermedad por el
médico Gerhard Hansen (Zulueta et al, 1994).
El tratamiento de eleccion por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS o WHO) desde 1982
ha sido el esquema de poliquimioterapia
supervisada  (PQT) (combinacién de rifampicina,
clofazimina y dapsona) y es suministrado de manera
gratuita (WHO, 2010). La eliminacion de la lepra

como problema de salud publica  (prevalencia
inferior a 1 por 10.000 habitantes) se logrod
en Venezuela gracias a la deteccion temprana

de casos y al tratamiento PQT. Sin embargo en

nuestro pais actualmente persisten zonas
hiperendémicas a nivel subregional. En el afio 2016 se
notificaron mas de 200.000 casos a nivel
mundial, entre ellos 12.819 nuevos  casos
con deformidades  visibles clasificadas  como

discapacidad de grado 2. La incidencia de
nuevos casos esta disminuyendo a un ritmo de
aproximadamente un 3% al ano (WHO, 2018). A
pesar del impacto positivo que ha tenido la PQT
sobre la prevalencia mundial de la lepra, con
disminucion de la transmision de la enfermedad,
esta enfermedad se mantiene cada afio como lo
demuestran los nuevos casos que aun se detectan
en el mundo (Duthie et al, 2011; WHO, 2019).
La eficacia PQT también desaparecera con la
aparicion de resistencia a los medicamentos (Ji et al.,
1997; Matsuoka et al, 2000; Cambau et al, 2018). Si
bien la PQT sigue siendo efectiva en la mayoria de

los casos, pueden ocurrir recaidas o)
reinfecciones. Aunque las tasas de reincidencia
son generalmente bajas  (~1%), en algunas
zonas endémicas de lepra las tasas de recaida
son inaceptablemente altas (Gelber et al, 2004,
WHO, 2010). Investigadores han reportado cepas
de M. leprae resistentes a la PQT (You et al,
2005; Williams et al, 2004). Los datos
actuales proporcionados  por el sistema @ de

vigilancia para evaluar la farmacorresistencia de
la lepra (liderado por la OMS en 18 paises endémicos)

han revelado que en el periodo 2009-2015 el 6,8% de las
cepas de M. leprae tienen mutaciones relacionadas
con
segunda linea (Cambau et al, 2018). La aparicion de la

lepra resistente a

la resistencia a los antibi6ticos de primera y

los  medicamentos  podria

tener consecuencias catastroficas, deshaciendo
los esfuerzos de la campana de la OMS y provocando un
lepra.

preocupaciones, junto con las limitaciones actuales en

rebote  de incidencia  de la Estas
las estrategias de control y tratamiento, sugieren el

desarrollo de herramientas adicionales tales como el

disefio de una vacuna capaz de promover una
respuesta inmune de larga duracibn para la
eliminacion de la lepra (Duthie et al, 2011). El

objetivo de esta revision se centra en describir los

aspectos  histéricos de la  inmunoterapia e
inmunoprofilaxis en Venezuela y a nivel mundial,
mencionando los avances en proteémica y gendmica, las
vacunas iniciales y las actualmente operativas en la

enfermedad.

Necesidad de una vacuna en lepra

En Venezuela, el programa de control de la lepra se
desarrolla desde el ano 1946 (Zulueta et al, 1994).
Hasta la actualidad, el diagnéstico precoz y el
tratamiento con PQT siguen siendo el pilar principal
para poder disminuir la carga bacteriana de esta
enfermedad. Se estima que existe un retardo
diagnoéstico desde el momento del contagio, hasta la
presencia del primer signo clinico perceptible de 1-3
anos en mas del 50% de los pacientes (De Rojas et al.,
1994).
negativo sobre el deterioro de la funcién nerviosa y la
respuesta al tratamiento (Van Veen et al, 2006),
surgiendo la necesidad de una vacuna eficaz con

Tales retrasos pueden tener un impacto

potencial tanto para uso profilactico como
terapéutico. Una vacuna a diferencia del tratamiento
de drogas, podria ser utilizada para proporcionar una
proteccion activa y sostenida tanto en individuos
infectados como en no infectados.

La vacuna es una preparacion destinada a generar
inmunidad contra una enfermedad estimulando la
produccién de anticuerpos protectores. Dependiendo
de su conformacion se pueden dividir en dos

categorias principales: vacunas vivas (utiliza organismos
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atenuados en vivo), y no vivas (agentes patogenos

enteros muertos o componentes de ellos, o
subunidades) (Capecchi et al, 2004). La
inmunoterapia, permite estimular el sistema

inmunitario frente a una patologia. Las vacunas
tienen utilidad profilactica y/o terapéutica. La OMS
ha implementado en la terapéutica contra la lepra
inmunizar a los individuos con Bacilo de Calmette-
Guerin (BCG) (WHO, 2019). La presencia de una
cicatriz de BCG ha sido reconocida como un factor
protector para la lepra (Goulart et al, 2008). El
impacto de la vacunaciéon con BCG en la lepra a
menudo se pasa por alto, ya que las campafias de
vacunacion generalizadas han coincidido con la
campafna de la OMS-PQT (WHO, 2018). El grado de
proteccion contra la lepra que ofrece la vacuna BCG,
ha variado dramaticamente entre los estudios, es mas
alta en los individuos mas joévenes y disminuye con el
tiempo. Los metaanalisis sistematicos indican una
eficacia protectora general de 26 a 41% en estudios
61% en
observacionales (Merle et al, 2010). Debido a su

experimentales frente a estudios
utilidad terapéutica para potenciar la respuesta
inmune, y conociendo el defecto inmunolégico en los
pacientes lepromatosos, Convit et al. desarrollaron
una vacuna con capacidad de estimular el sistema
inmunolégico formada por la combinacion de M.
leprae muerta por calor y BCG, la cual ya habia
demostrado cierto grado de proteccion contra la
enfermedad (Convit et al., 1982; Aranzazu et al., 1984;

Aranzazu et al., 1994).

Fundamentos de la inmunoterapia en
Hansen utilizada en Venezuela

Primeros descubrimientos en lepra
Después del descubrimiento del bacilo de Hansen,
los leprologos

empezaron a hacerse una serie

relacion con
ipor  qué
sujetos desarrollan la enfermedad? ;por qué unos

de preguntas en la patogenia de

la enfermedad; razbn solo algunos
pacientes desarrollan una forma benigna y otros una
maligna? De

interrogantes incomprensibles

manera de dilucidar estas

para el momento,
el profesor Mitsuda Kensuke, cientifico japonés

elabor6 en 1916 una suspension de bacilos obtenidos

de lepromas humanos, esterilizados a altas
temperaturas, al cual se le adicion6 acido fénico. El
filtrado de esta suspension se llamo
(Mitsuda, 1916). A numerosos pacientes con lepra y a

sujetos sanos se les inyectaba 0,1 mL de lepromina por

lepromina

via intradérmica en la cara anterior del antebrazo o del
muslo. A los 20 o 30 dias se examinaba la respuesta a
la prueba y se encontraron los siguientes resultados:
un primer grupo (1) de pacientes presentd una reaccion
Mitsuda negativa, sin ninguna reaccion de eritema o de
edema en el sitio inyectado, la respuesta era muy débil,
el segundo grupo (2) daba una reacciéon ligeramente
positiva, con reaccion eritematosa, edematosa entre 10
mm - 15 mm y el tercer grupo (3) dio resultados
fuertemente positivos mayores de 15 mm. Los
pacientes del grupo 1 (el 20 a 30%) mostraban que
tenian una reaccion de defensa muy deficiente hacia el
bacilo de Hansen, desarrollando formas mas severas de
la enfermedad, con gran numero de bacilos
(multibacilares), compromiso no solo de la piel, sino
también de algunas visceras. Los pacientes de los
grupos 2 y 3 (el 70 a 80%) mostraban mejores defensas
contra la enfermedad; presentaban menor nimero de
bacilos (paucibacilares) y la evolucion de la enfermedad
de caracter mas benigna. Las diferentes formas clinicas
de la lepra son el resultado de la interaccion huésped-
parasito y estan dadas por la presencia o ausencia de la
respuesta celular ante el M. leprae. En Venezuela, como
en otras partes del mundo, se ha demostrado que solo
un pequefio porcentaje de la poblacion general es
incapaz de reconocer especificamente al M. leprae. De
este grupo se derivarian las formas difusas de la
enfermedad, es decir la lepra lepromatosa y la
borderline lepromatosa. El defecto especifico reside en
los mecanismos de defensa inmunolégica y afecta
tanto al macréfago como al linfocito T. El resto de la
poblacién, entre el 80 al 85% si es capaz de
desencadenar los fenémenos de respuesta celular al
entrar en contacto con el M. leprae. Este gran grupo es
bacilo,
clinicas de Ia

competente para eliminar totalmente el

permaneciendo sin  evidencias
enfermedad o puede dar formas benignas, limitadas;
que corresponden al polo tuberculoide (Aranzazu et al.,
1984). La demostracién de un defecto inmunoldgico en

las formas de lepra de baja resistencia (LL-BL-LI
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Mitsuda negativo), proporciona una base teorica firme
para los ensayos de inmunoterapia en el tratamiento de
esta enfermedad (Aranzazu et al., 1994).

Desarrollo de una vacuna contra la lepra en

Venezuela

En 1969 Convit, Avila y Goihman realizaron pruebas
en pacientes con Hansen utilizando la tinciéon del azul
de metileno. En dicho estudio se evidenciaba una
coloracion azul en las areas afectadas de lepra
lepromatosa luego de la inyeccion intravenosa del
colorante, demostrando que los lipidos de membrana
de la capa lipidica del M. leprae formaban complejos
con el azul de metileno (Avila et al, 1970). En
consecuencia, buscaron areas de piel sana en pacientes
con lepra lepromatosa y tuberculoide, alli se inoculé M.
leprae. Posteriormente se inyecto azul de metileno y se
observo si el sitio de inoculacion se tefiia de azul
(Goihman et al, 1972). Para sorpresa del grupo se
encontré6 que las micobacterias en el paciente con
lepra lepromatosa, L. permanecieron intactas, y en los
pacientes con lepra tuberculoide, LT eran destruidas al
cabo de 21 dias (Avila, 1996). Posteriormente en 1972,
el mismo grupo de investigadores, al cual se incorpora
Maria Eugenia Pinardi, desarroll6 una prueba cutanea
que permiti6 observar la incapacidad de la célula
macrofagica frente al M. leprae, comparandola con la

respuesta que dicha célula tiene frente a otras
bacterias (Convit et al., 1972). En 1974 Convit et al. en
un segundo enfoque se preguntaron cual seria el

comportamiento del macréfago hacia el M. leprae de
una persona susceptible o de un enfermo lepromatoso,
aplicando simultaneamente una mezcla de M. leprae
mas otra micobacteria (BCG) (Hanks et al., 1956). Se
encontré que el macréfago activado por la segunda
bacteria de la mezcla logré destruir y eliminar tanto al
M. leprae como el BCG. Estos resultados sugieren que
la mezcla de micobacterias provocaria la digestion del
M. leprae y la liberacion de alguno de sus antigenos, los
cuales estimularian los linfocitos del sistema inmune
en personas incapaces de realizar esta digestion (Auvila,
1996).

Posteriormente, una vez establecido el modelo que

llevaba a la destruccion del M. leprae por personas
1979-1983

susceptibles a la lepra, Convit et al,
realizaron nuevos estudios e intentaron determinar si

los hallazgos antes mencionados tenian una influencia
en grandes grupos de poblacion, tanto en enfermos
lepromatosos como en personas sanas susceptibles
(contactos de pacientes que presentaron respuesta
negativa a la lepromina). Esta etapa duro 10 afios y
mostro6 la capacidad de M. leprae + BCG para producir
cambios inmunolégicos en dichas personas con la
consiguiente mejoria de su enfermedad (Convit et al.,
1979).

Debido a la importancia de los hallazgos
histopatolégicos para la interpretacion de los estudios
de inmunoterapia, en diciembre de 1982 se llevo a
cabo una experiencia en Caracas que consistido en un
panel internacional de 6 histopatdlogos expertos en
lepra que examinarian a ciegas material histologico de
pacientes antes y después de inmunoterapia. El grupo
se reunid6 en el Instituto Nacional de Dermatologia
(Hoy en dia Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto
Convit). Las observaciones de dichos expertos se
analizaron para establecer los cambios histolégicos a
diferentes periodos de inmunoterapia. Se observaron
cambios en la clasificacion hacia el polo tuberculoide
del espectro en un 905% de los pacientes
inicialmente clasificados como lepromatosos y en
83,3% de aquellos inicialmente clasificados como
borderline lepromatosos, BL (Convit et al., 1982). Este
es uno de los estudios que galvaniza afnos de
investigacion del grupo de Convit en el sentido de la
efectividad de la vacuna utilizada como inmunoterapia
con fines terapéuticos y se decide realizar una
experiencia de inmunoprofilaxis (Figura 1).

Vacuna M. leprae + BCG (vacuna Convit)

En el Instituto de Biomedicina, el Dr. Jacinto Convit
ide6 un modelo de vacunacién como inmunoterapia
de las formas LL-BL-LI Mitsuda negativo, y ademas en
contactos Mitsuda negativo (Inmunoprofilaxis) (Convit
et al, 1972). La explicacion inmunologica de la vacuna
no estaba bien determinada; se podria alegar que en
pacientes que no respondian a los antigenos de la
lepra, al BCG “portador
inmunolégico” T fueron capaces en
desarrollar una buena respuesta inmunologica del tipo
Th1l (Aranzazu et al, 1994). En cualquier caso, los
resultados obtenidos proporcionaron evidencias de
que esta vacuna utilizada por Convit tiene actividad

introducir el como

las células
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Figura 1. Inicios de la inmunoterapia y posterior

inmunoprofilaxis en Venezuela.

terapéutica en pacientes anérgicos y que deberia tener
potencial inmunoprofilactico en la poblacion de
contactos en regiones endémicas (Convit et al., 1972;
Aranzazu et al, 1994). La vacuna utilizada estaba
constituida por una mezcla de M. leprae purificado
siguiendo el método de Draper, autoclavado a 121°C,
durante 15 minutos, y ajustado a una concentracion
de 6 x 108 M. leprae por dosis, que se mezclaba con
BCG liofilizado, y se administraba por via intradérmica
(Instituto Pasteur Francia). La dosis colocada del
preparado variaba de acuerdo a la respuesta obtenida
por (PPD)
colocada al paciente utilizando:

1.- 0,1-0,2 mgs para los PPD negativos y hasta 10 mm
2.-0,02 mgs para los PPD entre 10-20 mm

3.-0,01 mgs para los PPD de 20 mm o mas

la prueba tuberculinica previamente

4.-0,001 mgs para los PPD de 40 mm o mas (Aranzazu
et al. 1994)

El namero de dosis de inmunoterapia era por lo
general: 10 dosis, intervalo entre las dosis de 12
semanas y se colocaban en un periodo aproximado de
30 meses en total. La via de administracion era
intradérmica; 0,5 mL de la mezcla que se distribuian

en tres sitios, en regiones deltoideas y parte alta del

dorso. Las respuestas locales de la vacuna eran de la
misma intensidad que las observadas en la aplicacion
de BCG solamente vy la cicatriz residual variaba entre 5
y 9 mm (Aranzazu et al, 1994). Los resultados
reportados demostraron la eficacia de la mezcla M.
leprae y BCG en inducir cambios inmunolodgicos en las
formas de lepra de baja resistencia, asi como en
contactos Mitsuda negativos. Tal como se desprende
de las observaciones preliminares los resultados
fueron, la remision de las lesiones en los casos de
lepra indeterminada y persistente con positivizacion a
la reaccién de Mitsuda (Convit et al., 1976).

Primeras exploraciones en la busqueda de

una vacuna en Venezuela y el mundo

La experiencia con la vacuna disefiada por Convit
fue realizada en los estados hiperendémicos de Apure,
Tachira y Mérida. En un intento por identificar una
vacuna contra la lepra que ofreciera una proteccion
mayor y mas consistente que la BCG, se evalu6 el
potencial de M. leprae y otras
micobacterias en varios ensayos.

Convit y sus colegas entre 1983 - 1991 compararon
la eficacia de BCG con y sin M. leprae en ensayos
sobre 29.113 contactos procedentes de
endémicas de lepra en Venezuela (Figura 2); no se
encontr6 evidencia en los primeros 5 afios de
seguimiento de que el BCG mas M. leprae ofreciera
mejor proteccion contra la lepra que la aplicacion de
BCG solo (Convit et al., 1992). Entre 1986 y 1989, el
Grupo de Ensayos de Prevencion de Karonga (norte de
Malawi), la proteccion brindada por la
vacunacion con BCG vs BCG / M. leprae muerto por
calor. Se encontr6é que, una dosis de la vacuna BCG
ofrece mas del 50% de proteccion contra la lepra. Al
igual que en el ensayo venezolano, no se encontro
que la vacuna BCG / M. leprae mejorara la proteccion
contra la enfermedad (Karonga, 1996). Gupte y col,
entre principios de 1991 y 1993, en el sur de la India
llevaron a cabo un ensayo similar, con una poblaciéon
de 171.400 voluntarios. Realizaron un ensayo doble
ciego, aleatoreo y profilactico utilizando cuatro
preparaciones de vacunas potenciales contra la lepra
(BCG solo; BCG/M. leprae muerta; Mycobacterium
welchii (Mw) y la cepa referente micobacteriana del
complejo M. intracelulare CICR). En dos encuestas

de vacunas

zonas

evalud
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V : BCG/BCG+ M.leprae muertas /M. w/CICR

T:171.400/a: 4-7*
P: BCG (34%)/BCG + M. leprae muertas
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T:121.020/a:6-9°
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poblacion en estudio, a: afios de seguimientodel estudio, P: % grado de proteccion obtenido con la vacuna empleada.

Figura 2. Inmunoterapia e Inmunoprofilaxis en areas endémicas de lepra.

realizadas en los 8 afios posteriores a la inmunizacion,
se determino que la proteccion conferida por BCG/M.
leprae fue de 64%, y CICR de un 65.5% (Gupte et al.,
1998). Por lo tanto, a diferencia de los ensayos
anteriores en Venezuela y Malawi, el ensayo del sur de
la India indic6 que la vacuna BCG/M. leprae, y también
la vacuna del CICR, cumplian los requisitos de los
servicios publicos de salud y podrian implementarse
para controlar la lepra (Duthie et al., 2011).

En el mundo se comenzaron a realizar los estudios
inmunoprofilacticos antes mencionados en paises
de lepra

(Mw, M. vaccae)
respuesta protectora ante la enfermedad (Truoc et al.,

endémicos incorporando  distintas

micobacterias para evaluar la
2001) (Figura 2). En todos estos estudios realizados no
se evidenci6 que otra vacuna compuesta por una
micobacteria sola, ni mezclada con BCG mejorara la
proteccion otorgada por BCG solo. La estrategia
basada en una vacuna con M. leprae se limitd por la
dificultad
produccion, debido a que M. leprae no puede ser

asociada con la ampliacion de la
cultivado en laboratorio, y por lo tanto era necesario
idear una vacuna formada de una subunidad de M.
leprae. El enfoque convencional para el desarrollo de

vacunas basado en el cultivo del microorganismo en

condiciones de laboratorio a partir del cual se aislan
componentes del patégeno
mediante el de bioquimicos,
inmunolégicos y microbiolégicos no es aplicable a
microorganismos no cultivables en este caso el M.

individualmente los

uso métodos

leprae, por ello han surgido nuevas generaciones de
vacunas en lepra.

Avances obtenidos con el proyecto genoma y

proteomica en la formacion de vacunas.

Con el advenimiento de las técnicas de biologia
molecular y microbiologia moderna, asi como el
aumento del conocimiento de la patogénesis de
muchas bacterias, se exhibi6 la primera innovacion
importante en el campo de las vacunas. Este enfoque
dio lugar a la produccion de vacunas de subunidades
basadas en antigenos protectores especificos. La era
genomica ha cambiado por completo la manera de
de
simulacion computacional “in silico”. Estas técnicas

disefiar vacunas, partiendo antigenos via
informaticas son particularmente atractivas, porque
son extremadamente rapidas y rentables y se pueden
aplicar incluso sin que el compuesto esté fisicamente

disponible, independientemente de su abundancia y

80 | Tribuna del Investigador [Vol. 21. No 2, 2020



Avances sobre una vacuna para la Enfermedad de Hansen

sin la necesidad de crecer el patégeno in vitro
(Capecchi et al., 2004). Los métodos “in silico” se usan
para la prediccion y validacion de técnicas y
estrategias actuales tales como la prediccion de los
efectos sobre la salud humana. Actualmente es
posible determinar la secuencia completa del genoma
de un patdgeno bacteriano en muy pocos meses y a
muy bajo costo. Este nuevo enfoque basado en el
analisis de las secuencias del genoma mediante el uso
de herramientas bioinformaticas permitio identificar
antigenos candidatos al desarrollo de vacunas. Esta
técnica se denominé “vacunologia inversa” (Rappuoli,
2000; Rana et al., 2016).

Con la disponibilidad de secuencias gendmicas, los
adelantos logrados en las técnicas y los avances en la
de

bioquimicas de electroforesis en gel de poliacrilamida

separacion proteinas  utilizando  técnicas
bidimensional (2D-gel) y posteriormente su analisis en
espectrometria de masas ahora es posible separar,
identificar y catalogar las proteinas expresadas en una
célula bajo varias condiciones. Todo el conjunto de
proteinas codificadas por el genoma se ha definido
como “proteoma” (Grandi, 2001; Washburn et al,
2000). En el analisis del proteoma, se encuentra una
mezcla de proteinas tales como preparaciones de
membranas externas o lisadas de células enteras y se
resuelve primero en sus componentes individuales
mediante procedimientos de separacion. Una vez
separados, cada proteina se somete a digestion con
una proteasa especifica para generar fragmentos de
péptidos discretos y las masas moleculares se pueden
evaluar con precision por espectroscopia de masas. El
resultado experimental se compara entonces con los
resultados tedricos esperados misma
de

predichas a partir de la secuencia del genoma. De esta

para la

degradacion  especifica todas las proteinas
manera, la proteina puede ser inequivocamente
identificada como el producto de un gen especifico. El
analisis fisico del proteoma permite la identificacion
de proteinas expresadas en un compartimiento
diferentes de
del del
compartimento de la membrana celular es una forma
mas directa para identificar proteinas de superficies

expuestas y por lo tanto candidatas a vacunas

particular o bajo condiciones

crecimiento.  El  analisis proteoma

(Capecchi et al., 2004).

La secuencia completa del genoma de la cepa de M.
leprae se obtuvo a partir del afio 2001; reportando en
su configuraciéon 3.268,210 pares de bases (Cole et al.,
2001). El analisis bioinformatico descubri6 1.614 genes
que codifican proteinas y otros 50 que codifican ARN
estables. Estos comprenden solo el 49.5% del genoma
con el resto ocupado por pseudogenes (Singh et al,
2011). Inicialmente se encontraron 1.116 pseudo-
genes (Cole et al.,, 2001), pero esto aument6 a 1.293
cuando otras secuencias del genoma estuvieron
disponibles para su comparacion (Gomez et al., 2007).
Existen 165 genes aparentemente funcionales que no
tienen ortélogo con M. tuberculosis, por lo tanto, son
genes que codifican proteinas especificas para M.
leprae, las cuales ofrecen un potencial como reactivos
de inmunodiagnéstico especificos (Katoch et al., 2007;
Akama et al.,, 2010; Singh et al., 2011). Con el analisis
del M. leprae se encontraron una amplia variedad de
proteinas secretoras y asociadas a la superficie (PSAS),
como las lipoproteinas, las proteinas de membrana
externa (PME) y las proteinas secretoras que pueden
considerarse como las dianas antigénicas mas
prometedoras que actuarian como agentes de las
vacunas (Rana et al, 2016). Muchas de las PSAS
bacterianas liberadas en el entorno del huésped han
sido estudiadas y se ha informado que juegan un papel
importante en la obtencién de vacunas potentes (Li et
al., 2015; Rana et al., 2015). Las PME son componentes
importantes de la pared celular de las micobacterias,
pero hasta ahora apenas se han investigado en el
género Mycobacterium sp (Mah et al., 2010; Rana et al.,
2014). Del proteoma completo de M. leprae, se
de
membrana externa (PME), 11 Proteinas secretoras
(PSAS) (Rana et al, 2016). De las 19 PME, 4 son

esenciales para la supervivencia del M. leprae por lo

identificaron 17 lipoproteinas, 19 proteinas

que representan las dianas mas expuestas que entran
en contacto directo con el entorno del huésped. Estas
proteinas se identificaron como potenciales para unirse
a un amplio rango de alelos MHC [ y MHC II. Once de
las PME contienen epitopes para células B ejecutando
una respuesta humoral por lo que también son
candidatas importantes para la elaboracion de vacunas.
Estos hallazgos de reconocimiento de células By

Tribuna del Investigador | Vol. 21, No 2, 2020 | 81



Nazareth Duran Rondon, Elsa Rada, Oscar Reyes-Jaimes, Lucibel Crespo

células T con estas PME podrian contribuir a la
defensa inmune del huésped contra la lepra (Rana et
al., 2016).

Enfoque de la post- genémica en la creacion

de vacunas

Mediante la secuencia completa del genoma del M.
leprae, a través de marcos de lectura abierta putativos
que solo se encontraron en el genoma de M. leprae 'y
carecia de homologos en cualquiera de las bases de
datos bacterianas (myco) disponible en ese momento,
se identificaron secuencias de 4 antigenos
(hipotéticos). Estos se probaron por su capacidad para
inducir respuestas in vitro de células T en individuos
infectados por M. leprae (Figura 3) (Geluk et al., 2011).
Entre los antigenos proteicos que han sido capaces de
detectar respuestas de anticuerpos en la mayoria de
los pacientes se incluyen ML2028 (pertenece al
complejo 85B), ML2038 (bacterioferritina), ML2380
(proteina secretada), ML2531 (proteina de potencial
virulencia, ESAT6) (Spencer et al., 2011). El Ag85B es
una proteina altamente conservada entre las especies
de micobacterias probablemente debido a su papel
fundamental en la sintesis de la pared celular como

una mycolyl transferasa. ESAT6 es una proteina
secretora con virulencia restrictiva principalmente en
el M. tuberculosis (Mtb) y organismos complejos
(Figura 3). Ambas proteinas son ampliamente
reconocidas por los anticuerpos en los enfermos de
lepra multibacilar (Coppola et al., 2018). Puede ser
posible disefiar una proteina de fusion que combine
epitopos criticos de estas proteinas que son
reconocidos por la mayoria de los casos de lepra
paucibacilar para facilitar una mejor deteccion de la
enfermedad (Geluk et al., 2011).

Adyuvantes que potencian una mejor

respuesta inmune

Para la elaboracion de una vacuna es necesaria la
utilizacion de un adyuvante; compuesto capaz de
potenciar una respuesta inmunitaria (Mbow et al.,
2010). La inmunidad innata forma la primera linea de
defensa del huésped contra la invasion microbiana.
Dirigirse a los receptores inmunes innatos con
adyuvantes estrategia logica para la
terapéutica. Son muchos los tipos de adyuvantes que
han sido utilizados en la creacion de una vacuna. Se
describe como adyuvante ideal, aquel compuesto

€S una

(FASE1)| [(FASE2b)| [ (FASE 2a) [ (FASE 3)|
LepVax M. vaccae| M. habana M. leprae muerta x calor
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Figura 3. Vacunas desarrolladas en lepra.
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capaz de aumentar la inmunogenicidad de una vacuna
sin alterar desfavorablemente la seguridad del
inmunogeno.

Los lipopolisacaridos (LPS) actualmente utilizados
como adyuvantes en la elaboracion de vacunas, son
agonistas del receptor Toll like receptor 4 (TLR4). Es
una molécula anfipatica compleja que cubre la
superficie externa de Escherichia coli (E. coli) y otras
bacterias Gram negativas como M. tuberculosis. Fue el
primer producto microbiano descubierto como
agonista de TLR (Raman et al., 2012). Aunque el lipido
A se habia definido como el resto hidrofébico de LPS
durante mas de 50 afios, la aclaracion de la biosintesis
del lipido A no se logré hasta principios de los afios
ochenta. La capacidad de la molécula del lipido A
"libre" para inducir regresion tumoral, choque
endotoxico, produccion de interferon y activacion de
macrofagos gener6 mucho interés fisiopatologico
(Takayama et al., 1983). La capacidad del TLR4 de
utilizar las vias de sefnalizacion celular, del MyD88
(proteina de respuesta primaria de diferenciacion
mieloide 88) y TRIF (adaptador para responder a la
activacion de receptores tipo toll) han sido
fundamentales para el éxito del lipido A como
adyuvante. No esta claro si una sola molécula TLR4
puede acceder a través de una o ambas rutas en ese
momento, pero se ha sugerido que MyD88/MAL se
requiere para la activacion de TLR4 y para la
produccion de TNF. MyD88 activa el factor nuclear
NF-kB, induciendo la produccion de citocinas
inflamatorias, mientras que la sefalizacion a través de
la via TRIF / TRAM con los adaptadores, parece ser
crucial para la produccion de IL-6. Aun se requiere
investigacion adicional para definir los roles de estas
dos vias de sefializacion en la activacion de TLRA4.

De los agonistas de TLR identificados, el
Monofosforil Lipido A (MPL) es el mas avanzado y
actualmente es el Unico adyuvante con licencia
disponible comercialmente en la actualidad. El
adyuvante MPL ha demostrado ser un potente
adyuvante de vacuna, pero aparentemente no toxico
cuando se administra con antigenos heterélogos. Con
la finalidad de dividir sus efectos toxicos de sus
propiedades inmunomoduladoras se han identificado
algunos derivados con potencial terapéutico. Estos

son: el Monofosforil Lipido A (MPL) y Glucopiranosil
Lipido A (GLA) que en una formulacién de emulsion
estable de aceite en agua (SE) ayudd a mejorar su
eficacia (Raman et al, 2012). Varios estudios han
demostrado que la inclusién de GLA-SE combinado con
los biomarcadores especificos, induce una fuerte
repuesta tipo Thl, con altos niveles de INF-y, y con
niveles comparativamente bajos de citocinas tipo Th2
como IL-4 e IL-10 (Figura 3) (Coler et al, 2011). Las
inmunoglobulinas en suero también se vuelven
sesgadas hacia una relacion IgG1/ IgG2 mas alta que al
estar en presencia de GLA solo. Estudios demuestran
que la respuesta a los adyuvantes es independiente de
la dosis, orientando hacia una favorable respuesta tipo
Th1l (Coler et al., 2018). El GLA-SE es un adyuvante
mas potente en comparacion al MLP-SE en términos de
estimulacion de la activacion de células presentadoras
de antigenos y la mayor induccion de INF-y por las
células T. Las dosis bajas de GLA-SE son capaces de
inducir una alta frecuencia de células T efectoras
multifuncionales, por lo cual es el adyuvante ideal en la
formacion de estas nuevas vacunas (Figura 4) (Bertholet
et al., 2009). Los efectos de la formulacién sobre el
antigeno de la vacuna y la eficacia del adyuvante
siguen siendo criticos. Esperamos que el avance en el
estudio de los adyuvantes de vacunas permita
desarrollar un compuesto estable capaz de
proporcionar una herramienta efectiva para controlar la
enfermedad.

Vacunas operativas en la enfermedad y su

situacion actual

El desarrollo de una vacuna es un proceso largo y
complejo que a menudo tarda de 10 a 15 afios, e
involucra la participacion combinada de
organizaciones publicas y privadas. Durante siglos, M.
leprae, ha estado afectando a la humanidad
independientemente del uso extensivo de antibi6ticos
(PQT). Actualmente solo se han estudiado como
probables vacunas ante la enfermedad de Hansen el
M. leprae muerto por calor, el cual fue utilizado por
primera vez en Venezuela por el Dr. Jacinto Convit,
sirviendo de base para posteriores estudios de vacunas
contra la lepra, como Mycobacterium indicus pranii
(anteriormente conocido como Mw), CICR, el M vaccae
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utilizado por primera vez en Vietnam y M. habana.
El (MIP)
comercializado con el nombre Immuvac / Cadi-05 por

Mycobacterium indicus pranii es
Cadila Pharmaceuticals para su uso como terapia
complementaria de la lepra (Talwar, 2014). Comparte
antigenos no solo con M. leprae sino también con M.
tuberculosis 'y se ha empleado con éxito en el
tratamiento de pacientes con tuberculosis de “dificil
tratamiento” (Figura 3) (Sharma et al, 2017). Ha
demostrado una fuerte actividad inmunomoduladora
en pacientes con lepra, tuberculosis, cancer y en
donde

administracion cambié la respuesta inmune del

pacientes con verrugas genitales, su
huésped hacia el tipo Th1l. MIP se ha utilizado como
complemento del régimen estandar de PQT acelerando
la eliminacion de bacterias. También acorta el periodo
de 2014),

granulomas, han observado

recuperacion (Talwar, y elimina los
pero episodios

reaccionales. Siguiendo los estudios de Talwar y col,

NI

utilizando MIP, se ha reportado la eliminacion del
bacilo en los nervios periféricos restaurando la
2017). Otros
investigadores reportan que MIP tiene una eficacia

sensibilidad normal (Talwar et al,
protectora inducida por debajo de la de BCG (Coppola
et al, 2018). A pesar de estos resultados, MIP se
evalud también en un segundo ensayo doble ciego a
gran escala con 9 anos de seguimiento. En este
estudio, se observo la eficacia protectora de MIP en
contactos domeésticos durante un periodo de
seguimiento de 3 afios. La proteccion reportada contra
la lepra (68%) fue la mas alta para una vacuna que no
sea BCG. Sin embargo, su efecto protector disminuyo6
considerablemente después de 6 afios (60%) y a los 9
anos (28%) (Sharma et al, 2005). A pesar de estos
resultados contradictorios, MIP esta siendo evaluado
actualmente tanto como vacuna profilactica como
terapéutica lepra

hiperendémicas de la India, en combinacion con una

contra la en dos zonas
dosis unica de rifampicina (Coppola et al., 2018).
Ademas, se plante6 administrar 2 dosis de la vacuna
MIP a intervalos de 6 meses en familiares y contactos
de los pacientes, proyecto que inicio en mayo 2017
inicialmente en 5 distritos de alta endemicidad en la
India y se extendera a otros distritos en funcién de la

eficacia observada con esta vacuna (Talwar et al., 2017).

En el trayecto de investigacion sobre una vacuna
para la lepra han surgido muchas vacunas, entre estas
M. vaccae que actualmente se encuentra en fase 2b,
M. habana fase 2a, CICR y M. leprae muerta por calor
que estan en fase 3 (Figura 3) (Coppola et al., 2018).
Estas nuevas vacunas se estan desarrollando para
reemplazar o aumentar el efecto protector de la BCG,
con ventaja sobre ella y pueden también ser
seguridad
El M.
encuentra en evaluacion por su habilidad para

utilizados con en individuos

inmunocomprometidos. vaccae auan  se
prevenir la lepra en pacientes o contactos de la India.
El M. habana comparte epitopes similares o idénticos
con el M. leprae como el Ag85B (Coppola et al., 2018).
Aunque

cuestionable no se ha limitado su uso, ya que éstas

la eficacia de estas vacunas ha sido

han demostrado una respuesta favorable en dichas
poblaciones de estudio. La respuesta obtenida por
estas vacunas ha sido geografico-dependiente.
LepVax, es una vacuna de subunidad definida que
comprende un conjunto de proteinas recombinantes
que unen 4 Antigenos para M. leprae: ML2531,
ML2380, ML2055 y ML2028, formulado con un
adyuvante sintético Glucopiranosil Lipido A (GLA-SE)
unido a una emulsién estable (Duthie et al., 2018). Los
componentes antigénicos de LepVax o LEP-F1 fueron
expresado por E. coli para luego ensamblar una
proteina quimérica de fusion de 89kDa que consiste
en el enlace en tandem de los cuatro antigenos de M.
leprae mencionados anteriormente. LepVax produjo
respuesta  Thl  especifica 'y
significativamente la carga infecciosa (Duthie et al,
2018). Cuando se evalu6é en armadillos de nueve
bandas (modelo animal de enfermedad sintomatica)

una redujo

se realizo6 un estudio profilactico con la
administraciéon de 3 dosis de LepVax, a intervalos
mensuales y en los resultados obtenidos se evidencio
un retraso estadisticamente significativo en la lesion
del nervio motor en comparacion con la observada en
los animales de control (Figura 4) (Duthie et al., 2018).
Es importante destacar que la administracion de una
vacuna compuesta por subunidad especifica contra la
tuberculosis con el adyuvante similar (ID93 + GLA-
SE) no retras6 ni alivié los déficits de la funcion

nerviosa, lo que indica que la eficacia probablemente
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no esté mediada por la actividad de tipo adyuvante,
sino mas bien de una manera especifica por el
antigeno (Duthie et al., 2018).

El resultado beneficioso proporcionado por LepVax
se contrapone directamente a la rapida y severa
precipitacion a la conduccion nerviosa anormal que
ocurrio en los armadillos que recibieron la
inmunizacién con BCG después de la exposicion con
de

independientes demostraron que el

el bacilo. Los datos dos evaluaciones
empleo de
LepVax en armadillos era seguro y retrasd el dafio
neuroloégico causado por infeccion por M. leprae
(Figura 4). Mas recientemente, se inici6 en los Estados
Unidos una evaluacién de seguridad (Fase 1) en
adultos sanos. Duthie et al, realizaron un ensayo
donde se evalu6 la seguridad y la inmunogenicidad de
LepVax (LEP-F1 + GLA-SE). Para ello se reclutaron a
sujetos sanos entre 18 y 55 afios, sin antecedentes de
viajes a un pais endémico de lepra (Estados Unidos)
con un objetivo principal de determinar la seguridad y
tolerabilidad de dos dosis distintas recibidas de la
vacuna candidata. El objetivo secundario fue evaluar
la inmunogenicidad de la vacuna candidata mediante

la evaluacion de la durabilidad de las respuestas

mediadas por células Thl a la proteina Lep-F1 (Figura
4) (Duthie et al., 2019).

El primer grupo de tratamiento recibié LepVax via
intramuscular (IM), que constaba de una dosis 2 pg de
LEP-F1. Cuando no se observoé alteracion a los 35 dias,
se aument6d a 10 pg LEP-F1 por inyeccion para el
segundo grupo tratamiento, ambas dosis mezcladas con
5 pg de formulacién con adyuvante GLA-SE. Los
sujetos en ambos grupos de tratamiento recibieron un
total de tres inyecciones IM en el deltoides (intervalo
de 28 dias), una inyeccién en cada uno de los dias 0O,
28 y 56. Para realizar la evaluacion de la respuesta
inmune, se recolecté sangre de cada sujeto mediante
puncion venosa al inicio del estudio: dia 0, dia 7, 35 y
63. Para determinar las respuestas de anticuerpos
especificos anti-LEP-F1, se obtuvo el suero del
paciente donde se midi6 el isotipo 1gG. En el analisis
de
inmunizacion con LEP-F1 + GLA-SE se demostro que

las respuestas celulares inducidas por la
la produccion de citocinas proinflamatorias tipo Th1
aumentaron después de la incubacion con LEP-F1
(Figura 4) (Duthie et al., 2019). El ensayo presentado es
la primera evaluacibn en humanos de una vacuna

candidata contra la lepra creada a partir de subunidades.

Modelo de la Administracion
enfermedad 3 dosis
(armadillo9 bandas) = (Intervalos un mes)
?4
3
o>
5
H'ummidmﬂs Administracion
smanecegens’ R AR R

endemicos de lepra)

' Resultado: Retraso la
lesion del nervio motor.

Resultado: No hubo
efectos adversos
significativos

Evaluacion:
Seguridad y Tolerabilidad

Resultado: Genero células Thl
especificas hacia LEP-F1.

Evaluacion:
Inmunogenicidad  AumentoIFN-g, TNF- e IL-2.

Figura 4. Vacuna de Hansen empleada en modelo animal y en personas (Fase 1).
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Se estudiaron los efectos adversos asociados con

LepVax, los cuales fueron generalmente leves,
transitorios y tipicos de las vacunas por inyeccion
intramuscular. La mayoria de los sujetos reportaron
algo de sensibilidad y/o dolor en el lugar de inyeccion
(83,3%), ningun sujeto se retird6 debido a un efecto
adverso. Entre los efectos adversos de la inyeccion
reportados durante el periodo de seguimiento después
del estudio (dia 85-421), no se informaron en este
periodo acontecimientos adversos entre los sujetos y
tampoco ocurrieron muertes durante el estudio
(Authie et al, 2019). Para evaluar si existié6 una
inmunizacion efectiva, Authie et al, recolectaron
sangre para medir las respuestas de anticuerpos anti-
LEP-F1 en el suero de los pacientes tratados. Se
evidencio que LepVax provoco una fuerte produccion
de anticuerpos circulantes IgG especificos y gener6
células Th1 especificas hacia LEP-F1, con el aumento
de la produccion de IFN-y, TNF-a e IL-2.

Por ello, tanto la dosis de 2 pg y 10 pg de la proteina
LEP-F1,

inmunogénicas (Duthie et al, 2019). Al evaluar la

fueron seguras, Dbien toleradas e
progresion en la escala de la dosis LEP-F1 de 2 ug y 10
pg en LepVax, se evidencio que no hubo alteracion en
la cinética de las respuestas de anticuerpos o citocinas
especificas de antigeno, ni dio lugar a una mayor
respuesta inmunologica. Estos datos sugieren que la
dosis mas baja del antigeno podria ser adecuada para
estudios posteriores de eficacia, ademas se garantiza
un mayor numero de dosis disponibles de LEP-F1
(Duthie et al., 2019). Una explicacion sugerida para
ésto, en el contexto de la inmunogenicidad, es que
una dosis de vacuna mas alta, puede llevar a las
células T a un estado de agotamiento con una menor
avidez funcional y una mayor diferenciaciéon a un
(Rhodes et al, 2019), lo que

finalmente se traduce en una menor respuesta

estado terminal

inmunologica.

Esta vacuna podria tener un impacto sobre la salud
mundial so6lo si se cumplen una serie de requisitos, los
cuales incluyen una seguridad adecuada, eficacia, el
suministro, la estabilidad y el costo. Para ello se
realizaran evaluaciones futuras en regiones endémicas
de lepra para evaluar los perfiles de seguridad y
respuesta inmune del LepVax en una poblaciéon de

individuos asintomaticos y sintomaticos infectados
por M. leprae. Por tanto, como una vacuna de
subunidades LepVax puede ser producida a gran
escala y a un costo suficientemente bajo para
proporcionar una vacuna sostenible, es necesario
realizar ensayos futuros que demuestren la eficacia de
LepVax, y el grado de proteccion que esta pueda
proporcionar frente a la enfermedad, y asi convertirse
en una estrategia mundial avalada por la OMS para el
control de la lepra.

CONCLUSIONES

La creacion de una vacuna para la enfermedad de la
lepra ha sido un trabajo arduo y multidisciplinario
desde el ano 1983 cuando Convit y colaboradores
comenzaron sus estudios con el BCG mas el M. leprae
completo muerto por calor. Han sido muchos los
prototipos de  vacunas utilizando  distintas
micobacterias: CIRC, M. vaccae, M. habana, M. leprae
muerto por calor, sin ningan efecto protector
contra la enfermedad mayor que el de la vacuna de
BCG solay generando un efecto protector
debatible geoespecifico. El Mycobacterium indicus
pranii  (MIC) es utilizado actualmente como
inmunoterapia en algunas zonas, pero su eficacia
a futuro debe ser mejor evaluada. Gracias a los
avances en gendmica y protedmica ha sido posible
idear una vacuna formada por una subunidad
especifica de la bacteria que actua estimulando la
respuesta inmune en el paciente con lepra.
Actualmente el LepVax ha sido la Gnica vacuna
creada segun los avances en genomica que incluye
todo el perfil tecnolégico necesario. Esta es capaz de
producir una respuesta Thi
reduciendo significativamente la carga infecciosa.
Los resultados obtenidos en armadillos, modelo
animal sintomatico de la  enfermedad han
resultado satisfactorios ocasionando un retardo en
el dafio de la conduccion nerviosa. Actualmente
la vacuna LepVax se encuentraen sus primeras
pruebas en seres humanos (fase 1) y hasta ahora
estudios han demostrado que es segura entre
individuos, sin efectos adversos graves. El impacto
sostenido para la salud global solo ocurrira si se
logran cumplir varios requisitos, incluida la
seguridad adecuada, la eficacia, adecuado
suministro, consistencia y bajo costo. En el futuro
solo con la busqueda de una inmunoterapia eficaz,
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se garantizaran las herramientas complementarias
necesarias para el control de la enfermedad.
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RESUMEN

La enfermedad de Hansen presenta un amplio espectro de manifestaciones
clinicas e histopatolégicas, las cuales son un reflejo de la naturaleza de la
respuesta inmunolégica del individuo ante diversos componentes del
Mpycobacterium leprae. La interaccion entre el sistema inmune del huésped y
diferentes componentes micobacterianos nos permite conocer aspectos de la
respuesta inmunoloégica diferencial tanto serolégica como respuesta celular en
los pacientes con enfermedad de Hansen. En este trabajo se trata de resumir los
avances en las altimas 4 décadas realizados en la enfermedad de Hansen sobre
las pruebas inmunolégicas diagnosticas (hipersensibilidad retardada HR,
proliferacion celular in vitro y pruebas de anticuerpos) aplicadas tanto en el
Instituto de Biomedicina como ensayos actualizados realizados en otras
diferentes instituciones en zonas endémicas de la enfermedad de Hansen.

Palabras Clave: Pruebas inmunologicas; enfermedad de Hansen; Diagnostico;
Lepra

IMMUNOLOGICAL DIAGNOSTIC TESTS IN HANSEN"S DISEASE

ABSTRACT

Hansen's disease has a wide spectrum of clinical and histopathological
manifestations, which are a reflection of the nature of the individual's immune
response to various components of Mycobacterium leprae. The interaction
between the host's immune system and different mycobacterial components
allows us to know aspects of the differential immune response both serological
and cellular response in patients with Hansen's disease. This paper involves
summarizing the advances in the lasts 4 decades in Hansen's disease on
diagnostic immunological testing (delayed hypersensitivity HR, in vitro cell
proliferation and antibody tests) applied at both the Biomedicine Institute and
updated trials conducted in other different institutions in areas endemic to
Hansen's disease.

Keywords: Immune tests; Hansen s disease; Diagnostic; Leprosy
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INTRODUCCION

La lepra es una enfermedad infecciosa de baja
transmisibilidad, no hereditaria. Hasta la primera
década del siglo XXI y desde muchas décadas antes
s6lo se conocia el Mycobacterium leprae (M. leprae)
como unico causante de la enfermedad, pero desde
el 2008 se ha implicado otra especie de micobacteria,
el Mycobacterium lepromatosis (M. lepromatosis)
como agente de un tipo de lepra grave, la lepra
lepromatosa difusa o lepra de Lucio la cual se
expresa clinicamente con grandes zonas de necrosis
(Han et al., 2008; Han et al, 2015). El bacilo tiene
preferencia por la piel y los nervios periféricos, pero
puede afectar cualquier 6rgano menos el sistema
nervioso central y los pulmones; sin embargo el M.
lepromatosis de
enfermedad vascular por

esta senalado producir una

causada la invasion
micobacterial de los vasos con vasculitis y oclusion
vascular y con una alta morbilidad y mortalidad (Han
2013).
obligatorios y no son cultivables en ningtin medio. La

lepra es una enfermedad granulomatosa cronica y en

et al, Ambos son bacilos intracelulares

el caso de la lepra producida por el M. leprae, sus
formas clinicas se presentan en forma de espectro
por la interaccion del sistema inmunitario del
huésped ante la invasion de la micobacteria.

La enfermedad de Hansen es una enfermedad de
evolucion lenta que se presenta con mayor
frecuencia en la poblacion adulta. Sin embargo en la
infancia representa un problema de salud publica ya
que refleja la transmision activa de la enfermedad en
la poblacion y una exposicién temprana al bacilo.

Una vez que el bacilo penetra al organismo, es
fagocitado por los macréfagos y por las células
dendriticas, produciéndose una primera fase donde
acttia la  inmunidad innata del individuo
estableciéndose la infeccién, se produce una
interaccion entre la inmunidad del individuo y los
mecanismos de evasion del M. leprae que trata de
evadir los mecanismos de defensa del huésped.

Algunas veces las lesiones pasan desapercibidas y
se confunden con otras patologias, entre ellas,
enfermedades que cursan con maculas hipocrémicas:

Pitiriasis alba, Pitiriasis versicolor, vitiligo, nevus

acroénico o lesiones residuales tales como, hipocromia
post inflamatorias y lesiones de psoriasis. También
tenemos enfermedades con placas eritematosas:
esclerodermia,

granuloma anular, Tinea corporis,

lupus  eritematoso  subagudo y  sarcoidosis.

Enfermedades que evolucionan con numerosas
placas

neurofibromatosis,

lesiones de tipo macular, y nddulos:

leishmaniasis  difusa, sifilis,

xantomatosis, linfomas, eritema multiforme vy
granulomatosis por sustancias inertes (Aranzazu,
1994).

La lepra se presenta en la edad adulta temprana con
discapacidades por lo tanto su diagnoéstico precoz, el
adecuado manejo, el tratamiento especifico de la
misma, junto con el de la neuritis y los fenébmenos
reaccionales contribuiran a la disminucién de las
secuelas incapacitantes y a su erradicacion definitiva.
En la mayoria de los casos el diagnéstico clinico es
tardio, ya que solo es posible realizarlo, una vez que
se ha iniciado la sintomatologia con la presencia de
lesiones cutaneas y el dafio de los nervios
comprometidos.

En 1962 se desarrollé un sistema de clasificacion
basada en la correlacion clinico, inmunoloégica e
histopatologica. En el espectro de la enfermedad se
encuentran las siguientes formas: Tuberculoide (LT),
Bordeline Tuberculoide (BT), Bordeline Bordeline (BB),
Bordeline Lepromatosa (BL) y Lepromatosa (LL).
Desde la introduccion de la poliquimioterapia (PQT),
la organizacién mundial de la salud (OMS) establece
una clasificacion en Paucibacilar (PB) y Multibacilar
(MB) basandose en la carga bacilar del paciente y
posteriormente se tom6 en cuenta el numero de
lesiones y los nervios involucrados, siendo muy util
para la asignacion de grupos de tratamiento (Ridley et
al., 1966; WHO, 2000).

El tratamiento de la lepra tanto para adultos como
nifios usando poliquimioterapia (PQT) esta formado
por drogas dapsona,

rifampicina y clofazimina; 6 meses para pacientes PB

tres antimicobacterianas:
y 12 meses para las formas clinicas MB, siempre
tomando en cuenta que existen empaques ajustados
por la OMS para nifios de 10 a 14 afios y para los
menores de 10 afos, la dosis debe ser ajustada al peso
corporal (WHO, 2018).
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Pruebas inmunoldgicas in vivo e in vitro

El diagnostico temprano es uno de los mayores
obstaculos en el control de la enfermedad. En el
estudio inmunolégico se evaltia la respuesta celular
tanto in vivo como in vitro y la respuesta humoral.
Mucho antes del conocimiento del genoma del
Mycobacterium leprae y de pruebas serologicas muy
especificas para el diagnostico de la enfermedad, se
contaba con dos tipos de antigenos para medir la
respuesta celular in vivo: El Mitsuda y el antigeno
proteico completo de M. leprae. El Mitsuda o
lepromina-H es un antigeno particulado del cuerpo
bacilar, la cual esta en desuso porque su preparacion
es a partir de material de armadillo infectado y en la
actualidad no se cuenta en ninguna parte del mundo
con colonias de armadillos para la obtencién del
mismo. La reaccion positiva de Mitsuda tuvo un valor
pronéstico y permitié clasificar y pronosticar el
estado de resistencia ante la enfermedad (Krotoski et
al., 1993). El antigeno soluble proteico de M. leprae
(antigeno Convit) preparado y utilizado durante varias
décadas en el Instituto de Biomedicina, se utiliz6 en
diferentes pruebas entre ellas estan, las pruebas
cutaneas de hipersensibilidad retardada (HR) y en
estudios in vitro tanto en la respuesta inmunologica
mediada por células como en los estudios in vitro en
la respuesta de anticuerpos. Para la obtencién del
antigeno proteico completo de M. leprae, inicialmente
se procedi6 a la purificacion del bacilo siguiendo el
protocolo de Draper (Draper, 1979), proveniente del
tejido de armadillo infectados experimentalmente. La
obtencion del extracto proteico de M. leprae utilizado
para las pruebas de HR se proceso en el laboratorio de
Inmunologia II bajo la direcciéon de la Dra. Marian
Ulrich™,
fraccion proteica del

coordinadora del laboratorio, donde una
sobrenadante se obtuvo
mediante la ruptura parcial de los bacilos purificados
utilizando una celda de presion (prensa francesa), bajo
una presion de 10.000 libras. El extracto obtenido de
esta manera fue subfraccionado al pasarlo a través de
un sistema de ultrafiltracién Amicon, luego se utilizd
una membrana PM-30 que retiene moléculas por
encima de 30.000 daltons y la fraccién obtenida fue
un antigeno de bajo peso molecular (Ulrich et al,

1986). El antigeno soluble fue una prueba usada en su

momento para medir infeccién y se comportdé como un
antigeno de tipo tuberculinico donde la lectura se
realiza a las 48 horas y se considera positiva una
induracién = de 12 mm (Pinardi et al, 1994), la cual
tuvo problemas de especificidad al presentar
sensibilidad cruzada con el PPD (Gupte et al., 1990). En
base a los estudios preliminares utilizando el antigeno
Convit y el antigeno Rees, se han concentrado los
esfuerzos en preparar nuevos antigenos para pruebas
cutaneas en la enfermedad de Hansen (Brennan,
2000). Estos antigenos de segunda generacioén son:
MLSA-LAM, antigeno desprovisto  de
lipoglicanos  principalmente la  molécula

soluble
lipo-
arabinomanosa y el MLC-WA antigeno proteico de
pared celular los cuales han sido ensayados en
conejillos de india encontrandose una fraccion proteica
de la membrana del M. leprae prometedora para
estudios en las pruebas intradérmicas. Recientemente
estudios realizados con estos antigenos anteriormente
sefialados se probaron en regiones no endémicas de
(USA) (Brennan, 2000).
ensayos ejecutados en fase I, los individuos recibieron
tres dosis (2,5pg, 1ug y 0,1pg) de cada uno de los
antigenos paralelamente con el antigeno Rees MLSA
luego se realizé un ensayos doble ciego (fase II) en zona

Hansen En los primeros

endémica (Nepal) donde colocaron una dosis alta y una
baja dosis (1ug y 0,1ug) dividieron la poblacion (BL/LL,
BT/TT,TB) y no casos; donde result6 que estos
antigenos fueron seguros para el uso en humanos pero
la sensibilidad obtenida fue baja (20-25%) y concluyen
que estos antigenos no son adecuados para ser
utilizados en pruebas de piel para la deteccion
temprana de la enfermedad. Sin embargo, el grado de
especificidad fue bastante alto por no presentar
reaccion cruzada con individuos que presentaron
tuberculosis (TB) (Rivoire et al., 2014a; Rivoire et al.,
2014b).

Continuando los progresos, para obtener una
verdadera incidencia de la enfermedad y su impacto
sobre la transmision, es imperativo obtener una
combinacién de antigenos maultiples, sensibles y
especificos para detectar una infeccion temprana con
M. leprae. Actualmente, en vista de la alta prevalencia
de casos de lepra en areas endémicas como India,
Brasil, Bangladesh y Filipinas, se realizé6 una prueba de
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hipersensibilidad retardada en modelos animales

(conejillos de india y armadillos). La proteina de M.
leprae sensible y especifica que se utiliz6 en el
estudio, es la proteina quimérica (LID-1) la cual es
capaz de distinguir entre animales infectados y no
presentando manifestaciones de HR
similares a las presentes en pacientes PB (Duthie et al.,

2020).

infectados

Respuesta inmunolégica mediada por células in vitro.

Durante la década del 1980, se realizaron en el
Instituto de Biomedicina ensayos de proliferacion
celular de linfocitos en sangre venosa periférica en
pacientes LL, BL, LT y personas sanas contactos. Estos
ensayos se basaron en la respuesta de los linfocitos
frente antigenos como: el bacilo Calmette-Guerin
(BCG) muerto por calor, M. leprae purificado y extracto
soluble de M. leprae, donde se encontré que el
tratamiento combinado utilizado por Convit y
colaboradores, PQT mas inmunoterapia (IMT), mostro
una respuesta inmune persistente frente al extracto
proteico soluble de M. leprae y BCG (Rada et al., 1987;
Rada et al., 1994; Rada et al., 1997b). La IMT consistio
en utilizar dos microorganismos; el M. leprae muerto
por el calor y la bacteria BCG atenuada, cuyo
tratamiento se utilizé conjuntamente con PQT en
pacientes con Lepra Indeterminada LI, BL y LL,
llevando a conversion la reactividad intradérmica,
degradacion de los bacilos en la piel y marcada mejoria
clinica. Continuando los estudios y con los buenos
resultados obtenidos con el extracto proteico de M.
leprae en los ensayos de proliferacion celular, se
seleccionaron varias fracciones proteicas con
diferentes movilidades relativas de peso molecular
(kDa). Para el fraccionamiento se realiz6 la técnica
bioquimica electroforesis en poliacrilamida-SDS donde
se observd una respuesta celular incrementada en
cuatro fracciones proteicas, cuyos rangos fueron entre
66-65, 45-29, 22-18 y 14 kDa. primeros
respondedores Mitsuda
positivos, seguido de los pacientes tuberculoide, luego
pacientes lepromatosos tratados con PQT mas IMT
(Rada et al., 1991).

Siguiendo la basqueda de proteinas mas especificas

Los

fueron los Contactos

para seguir los estudios de reactividad celular in vitro

se solicité al banco de proteinas recombinantes
(OMYS), una serie de proteinas micobacterianas tanto
de M. tuberculosis, M. bovis y M. leprae de diferentes
peso moleculares, M. tuberculosis 70kDa, M. bovis 65
kDa, M. leprae 36, 28, 18 y 10 kDa, donde algunas
proteinas ensayadas son proteinas de choque térmico
y presentaron reactividad cruzada con sus homoélogas
en humanos sanos. Se pudo evidenciar que en la
proteina completa de M. leprae deben haber otros
componentes homologos al extracto proteico de BCG
que sean capaces de estimular la respuesta celular en
los pacientes (Rada et al., 1997b).

En el afio 2001, a raiz de la disponibilidad de la
secuencia completa del genoma del bacilo de la lepra
se han obtenido secuencias genéticas que codifican a
diferentes proteinas de M. leprae (Vissa et al., 2001).
Han sido muchos los progresos en la investigacion
post genémica, con la finalidad de encontrar los
antigenos proteicos que puedan ser Gtiles en obtener
una buena respuesta celular protectora. Durante las
ultimas dos décadas se han examinado alrededor de
200 proteinas bien definidas y caracterizadas con
diferentes movilidades relativas utilizadas en
diferentes ensayos inmunologicos (Geluk et al., 2011).
los ensayos celulares contintian
para de

inmunidad innata y adaptativa como de inmunidad

Recientemente,

utilizando  biomarcadores deteccion
humoral en diferentes regiones endémicas del planeta
(Asia, Africa, Sur Ameérica). Estos estudios han
sefialado su importancia en la deteccion de individuos
con baja carga bacilar contribuyendo a la detecciéon
temprana de la enfermedad (Van Hooij et al,

2016; Van Hooij et al., 2018; Van Hooij et al., 2019).

Actividad serolbgica (estudios in vitro en la inmunidad
humoral).

Sabemos que dependiendo del espectro clinico de la
de lepra pueden
caracterizarse por tener una reactividad elevada de

enfermedad, los pacientes
anticuerpos en pacientes multibacilares (LL/BL/BB)
conjuntamente con una respuesta celular disminuida
del M.
comportamiento inverso en
Paucibacilares (LI/LT/BT).

El glicolipido fenodlico-1 (GLP-I) fue descubierto en

dirigida a antigenos leprae, con un

los  pacientes
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1981, reportan que es un antigeno inmunodominante
de la cubierta del Mycobacterium leprae (Hunter et al.,
1981). La deteccion de anticuerpos circulantes IgM
anti GLP-I, a través de la metodologia ELISA (ensayo
inmunoenzimatico) ha sido ampliamente usada como
método diagnostico en diferentes parte del mundo, sin
embargo se ve limitado su valor diagnoéstico en
pacientes PB, ya que estos tienen indice bacteriano
bajo o indetectable y estos tltimos se caracterizan por
su buena respuesta celular, en lugar de la respuesta
humoral. En el Instituto de Biomedicina varios
estudios se han realizados referentes a la respuesta de
anticuerpos utilizando el GLP-I.

Durante aproximadamente dos décadas se utilizo el
GLP-I nativo como método diagndstico inmunoldgico
para identificar a los pacientes que presentaban
diferentes carga bacilar. Para el afio 1991 se aplico
esta prueba a 29.113 contactos de pacientes
lepromatosos en zonas endémicas de Venezuela
(Tachira, Mérida y Apure) que fueron vacunados con
la inmunoterapia, desarrollada por el Dr. Convit donde
se evidenciaron 28 contactos con pruebas positivas
GLP-I.

fueron

frente al La mayoria de las lesiones

y que
desaparecieron espontaneamente (Ulrich et al.,, 1991;
Convit et al., 1992; Convit et al., 1993).

Mientras que las pruebas para la deteccion de
anticuerpos IgM hacia el GLP-I se utilizan para ciertas
aplicaciones, el uso de esta prueba no es adecuada

encontradas incipientes luego

para estudios epidemiolégicos debido al registro de
una proporcion significativa de individuos sanos que
pueden presentar positividad frente al GLP-I.

En el sentido de lograr una prueba mas especifica,
sencilla y con capacidad de realizar detecciones
tempranas de la enfermedad, se amplia el estudio en la
utilizacion del GLP-I, evidenciandose en su estructura
quimica la presencia de un segmento disacarido
de
neoglicoproteina, la cual se somete a multiples
variaciones quimicas, hasta hacerla capaz de unirse a
la albumina bovina, dando lugar a lo que se conoce

externo, lograndose la sintesis esta

hoy en dia como natural di o trisacarido octyl ligado a
albimina de suero bovino (ND-o0-BSA 6 NT-O-BSA)
(Brennan et al., 1994).

Es importante sefialar que el conocimiento y

secuenciaciéon del genoma micobacteriano, ha dado
nuevas directrices para la basqueda y sintesis de
marcadores proteicos que permitan desarrollar
nuevas alternativas para realizar un diagnostico

temprano de la enfermedad (Vissa et al., 2001).

Desafios post gendmicos

Se basan en conseguir una prueba de laboratorio
que sea capaz de diagnosticar la enfermedad en
personas asintomaticas o predecir la progresion de la
enfermedad en areas endémicas (Stefani, 2008;
Lobato et al., 2011), asi como también en conseguir
antigenos para ensayos serologicos altamente
especificos que conjuntamente con el GLP-I permitan
mejorar la sensibilidad en el diagnoéstico (Reece et al.,
2006; Spencer et al., 2012).

Duthie y colaboradores demostraron que las
proteinas micobacterianas (ML0405 y ML2331) son
antigenos del M. leprae con un potencial diagnostico
en los pacientes con lepra multibacilar independiente
de la ubicacion geografica y/o zonas endémicas
Ademas plantearon la construccion de una proteina
de fusion entre las proteinas ML0405 y la ML2331
llamada LID-1

herramienta de diagnéstico antes de la aparicion de

la cual puede proporcionar una
signos y sintomas clinicos (Duthie et al., 2008). Por lo
tanto, a pesar de que M. leprae posee niveles de
homologia con otras especies de micobacterias, estas
proteinas sélo se reconocen en el contexto de la lepra.
Las mencionadas proteinas, se probaron en individuos
contactos, de zonas endémicas en Venezuela que
habian sido vacunados previamente con BCG y no
desarrollaron respuesta serologica frente a LID-1
(Duthie et al., 2011; Rada et al., 2012). Actualmente,
se han utilizado el GLP-I sintético (ND-o-BSA)
antigénicamente activo o inmunodominante unido
con la proteina de fusion LID-1 en diferentes regiones
(ND-o-LID-1). Estudios
determinaron la respuesta de anticuerpos dirigida

realizados en Venezuela
hacia el conjugado ND-o-LID-1 y sus componentes
individuales LID-1 y ND-o- HSA en individuos del
Caserio Mamaria ubicado en el Estado Portuguesa. Se
incluyeron 167 individuos, clasificados en casos y
contactos. Clinicamente se confirmaron 37,1% casos
(62/167), de los cuales 71% (44/62) eran Paucibacilares
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y 29% (18/62) Multibacilares. Al
respuesta de anticuerpos entre los casos de Hansen y

comparar la

contactos, se observo una diferencia estadisticamente
significativa (16,13% versus 5,7%, respectivamente,
p=0,013). Al determinarse la filiacion familiar de los
individuos incluidos en el estudio, se detectaron tres
familias de interés: C, T y H. Los casos de Lepra
presentes en las tres familias representan el 42% de
los casos totales, registrandose en la familia C todas
las formas clinicas de esta enfermedad. Los resultados
obtenidos en dicho caserio sugieren que los
marcadores empleados en este trabajo son de gran
utilidad para ser empleados como herramienta auxiliar
para el diagnostico de la enfermedad de Hansen en los
casos multibacilares (Rada et al., 2019).

Este conjugado (ND-0-BSA) ha sido probado también
en diferentes regiones Brasil, Cebtu Filipinas, China
tanto en pacientes MB y PB, contactos de zonas
endémica de la region, pacientes con tuberculosis y
personas sanas demostrando una mayor sensibilidad y
especificidad comparada con el GLP-I nativo y con el
sintético, ND-0-BSA (Qiong-Hua et al., 2013). Aunque
la utilizacion de una prueba rapida (RDT) no ha sido lo
suficientemente sensible para la deteccién de casos
con baja carga bacilar, por lo que se han hecho
modificaciones afiadiendo al conjugado la proteina A
para aumentar la sensibilidad (Jian et al., 2020; Vaz
Cardoso et al., 2013; Mufioz et al., 2018).

Gracias a los estudios realizados con técnicas
moleculares como la reaccibn en cadena de
polimerasa (PCR), utilizando fracciones especificas de
ADN de M. leprae, método de cierta rigurosidad, se
logra un diagnéstico seguro, principalmente cuando
hay pocos bacilos. La utilizacion del conjugado ND-o-
LID-1, con biomarcadores proteicos especificos para
M. leprae y métodos complementarios con PCR
permiten conocer respuestas tanto de inmunidad
innata como de inmunidad adquirida. Datos obtenidos
en regiones endémicas para el monitoreo de contactos
y haciendo uso de modelos matematicos, los
resultados han permitido diagnosticar casos de lepra
con una alta sensibilidad y especificidad y a su vez la
identificacion temprana de nuevos casos entre los

contactos domésticos (Gama et al., 2019).

CONCLUSIONES

La finalidad de la estrategia mundial que se
plantea para la eliminacion de la lepra 2016-2020
tiene como objeto acelerar la acciébn hacia un
mundo sin la enfermedad. Su fundamento se basa
en la deteccion temprana de los casos utilizando
biomarcadores tanto de la inmunidad innata como
adquirida y de esta manera aplicar los programas
de salud, de la de

discapacidades presentes en esta enfermedad.

antes aparicion las

REFERENCIAS

ARANZAZU N. (1994). “Enfermedad de Hansen:
Etiologia, Clinica y Clasificacion”. Dermatol Venez
32(4):145-151.

BRENNAN PJ], CHATTERJEE D, FUJIWARA T, et al.
(1994). "Leprosy-specific  neoglycoconjugates: synthesis
and application to serodiagnosis of leprosy”.
Methds Enzymol 242: 27-37.

BRENNAN PJ. (2000). “Skin test development in
leprosy: progress with first-generation skin test
antigens and an approach to the second generation’.
Lepr Rev 71:550-54.

CONVIT ], SAMPSON C, ZUNIGA M, et al. (1992).
“‘Immunoprophylactic trial with combined
Mycobacterium leprae/BCG vaccine against leprosy:
preliminary results”. Lancet 339: 446-450.

CONVIT ], SMITH PG, ZUNIGA M, et al. (1993). “BCG
vaccination  protects against leprosy in Venezuela:
A case-control study’. Int ] Lepr 61:185-191.

DRAPER P. (1980). “Purification of M. leprae”. Protocol1/79.
Report of the enlarged Steering Committee meeting
Geneva, 7-8 February, Annexl, Geneva: World Health
Organization, TDR/IMMLEP-SWG (5)/80.3.

DUTHIE MS, IRETON GC, KANAUJJA GV, GOTO W, et al.
(2008). “Selection of antigens and development of
prototype tests for point-of-care leprosy diagnosis”. Clin
Vaccine Immunol 15(10): 1590-1597.

DUTHIE MS, HAY MN, RADA EM, CONVIT ], ITO L, et al.
(2011). "Specific IgG antibody responses may be used to
monitor leprosy treated efficacy and as recurrence
prognostic markers”. Eur ] Clin Microbiol Infect Dis 30:
1257-1265.

DUTHIE MS, PENA MT, KHANDHAR AP, PICONE A, et al.
(2020). “Development of LepReact, a defined skin test for
paucibacillary leprosy and low-level M. leprae infection”.
Appl Microbiol Biotechnol 104:3971-3979.

GAMA RS, SOUZA MLM, SARNO EN, MORAES MO,
GONCALVES A, STEFANI MMA, GARCIA RMG, FRAGA
LAO. (2019). “A novel integrated molecular and serological
analysis method to predict new cases of leprosy amongst

95 | Tribuna del Investigador [Vol. 21. No 2, 2020



Pruebas inmunoldgicas diagndsticas en la enfermedad de Hansen

household contacts”. PLoS Negl Trop Dis 13(6):1-22.

GELUK A, DUTHIE MS, SPENCER J. (2011). “Post genomic
Mycobacterium leprae antigens for cellular and serological
diagnosis of M. leprae exposure, infection and leprosy
disease”. Lepr Rev 82: 1-20.

GUPTE MD, ANANTHARAMAN DS, NAGARAJU B, KANNAN
S, VALLISHAYEE RS. (1990). “Experiences with
Mycobacterium leprae soluble antigens in a leprosy
endemic population”. Lepr Rev 61: 132-144.

HAN XY, SEO YH, SIZER KC, SCHOBERLE T, et al. (2008). “A
new Mycobacterium species causing diffuse lepromatous
leprosy”. Am ] Clin Pathol. 130:856-864.

HAN XY, JESSURUN J. (2013). “Severe leprosy reactions due
to Mycobacterium lepromatosis”. Am ] Med Sci 345(1):
65-69.

HAN XY, MISTRY NA, THOMPSON E], TANG HL, et al.
(2015). “Draft genome sequence of new leprosy agent
Mycobacterium lepromatosis”. Genome Announc 3(3): 1-2.

HUNTER SW, BRENNAN PJ. (1981). “A novel glycolipid from
Mycobacterium leprae possibly involved in immunogenicity
and pathogenicity”. ] Bacteriol 147:728-735.

JIAN L, XIUJIAN S,YUANGANG Y, YAN X, LIANCHAOQO Y,
DUTHIE MS, YANA W. (2020). “Evaluation of antibody
detection against the NDO-BSA, LID-1 and NDO-LID
antigens as confirmatory tests to support the diagnosis of
leprosy in Yunnan province, southwest China”. Trans R
Soc Trop Med Hyg 114(3):193-199.

KROTOSKI WA, MROCZKOWSKI TF, REA TH, ALMODOVAR
PI, CLEMENTS BC, et al. (1993). “Lepromin skin testing in
the classification of Hansen's disease in the United States”.
Am ] Med Sci 305: 18-24.

LOBATO ], COSTA MP, REIS EDE M, GONCALVES MA, et al.
(2011). “Comparison of three immunological tests for
leprosy diagnosis and detection of subclinical infection”.
Lepr Rev 82(4):389-401.

MUNOZ M, BELTRAN-ALZATE JC, DUTHIE MS, SERRANO-
COLL H, CARDONA-CASTRO N. (2018). “Comparison of
enzyme —linked immunosorbent assay using either natural
octyl disaccharide-leprosy IDRI diagnostic or phenolic
glycolipid-I antigens for the detection of leprosy patients
in Colombia”. Am ] Trop Med Hyg 98(1): 274-277.

VAZ CARDOSO LP, DIAS RF, FREITAS AA, et al. (2013).
“Development of a quantitative rapid diagnostic test for
multibacillary leprosy using Smart Phone technology”. BMC
Infect Dis 13: 1-10.

PINARDI ME, SANTAELLA C. (1994). "Pruebas intradérmicas
v baciloscopia en el diagnéstico de lepra”. Dermatol Venez
32(4):165-166.

QIONG-HUA P, ZHONG-YI1 Z, JUN Y, YAN W, LIAN-CHAOQ Y,
HUAN-YING L, REED SG, DUTHIE MS. (2013). “Early
Revelation of Leprosy in China by Sequential Antibody
Analyses with LID-1 and PGL-I". ] Trop Med. 2013:3526809.

RADA EM, CONVIT J, ULRICH M, GALLINOTO ME,
ARANZAZU N. (1987). “Immunosuppression and cellular
immunity reactions in leprosy patients treated with a
mixture of Mycobacterium leprae and BCG”. Int | Lepr
55(4): 646-650.

RADA E, SANTAELLA C, ARANZAZU N, CONVIT ]. (1991).

“Prelininary study of cellular immunity to Mycobacterium
leprae protein in contacts and leprosy patients”. Int ] Lepr
60 (2): 189-194.

RADA E, ULRICH M, ARANZAZU N, SANTAELLA C, et al.
(1994). “A longitudinal study of immunologic reactivity in
leprosy patients treated with immunotherapy”. Int ] Lepr
62 (4): 552-558.

RADA E, ULRICH M, ARANZAZU N, RODRIGUEZ V, et al.
(1997a). “A follow-up study of multibacillary Hansen "s
disease patients treated with multidrug therapy (MDT) or
MDT + Immunotherapy (IMT”). Int ] Lepr 65(3): 320-327.

RADA E, ARANZAZU N, CONVIT J. (1997b). “Immunological
reaction to mycobacterial proteins in the spectrum of
leprosy”. Int ] Lepr 65 (4): 497-500.

RADA E, DUTHIE MS, REED SG, ARANZAZU N, CONVIT J,
(2012). “Serologic follow-up of IgG reponses against
recombinant mycobacterial proteins ML405, ML2331 and
LID-1 in a leprosy hyperendemic area in Venezuela”. Mem
Inst Oswaldo Cruz 107: 90-94.

RADA SCHLAEFLI E, MESTRE M, ARANZAZU N, MORALES ],
SOSA R, GUEVARA JR. (2019). “Respuesta serologica frente
a marcadores micobacterianos en una zona hiperendémica
de lepra. Venezuela (Anios 2008-2011)". Dermatol Venez
57(1): 41-50.

REECE ST, IRETON G, MOHAMATH R, GUDERIAN ], GOTO W,
et al. (2006). “ML0405 and ML2331 are antigens of
Mycobacterium leprae with potencial for diagnosis of
leprosy. Clin and Vacc Immunol 13: 333-340.

RIDLEY DS, JOPLING WH. (1966). “Classification of leprosy
according to immunity; a five group system”. Int ] Lepr
34(3):255 273.

RIVOIREa BL, TERLOUW S, GROATHOUSE NA, BRENNAN PJ.
(2014). “The challenge of producing skin test antigens with
minimal resources suitable for human application against a
neglected tropical disease; leprosy”. PLoS Negl Trop Dis
8(5):1-12.

RIVOIREB BL, GROATHOUSE NA, TERLOUW S, NEUPANE
KD, et al. (2014). “Safety and efficacy assessment of two
new leprosy skin test antigens: randomized double blind
clinical study” PLoS Negl Trop Dis 8(5):1-14.

SPENCER ]S, DUTHIE MS, GELUK A, BALAGON MF, KIM HJ,
et al. (2012). “Identification of serological biomarkers of
infection, disease progression and treatment efficacy for
leprosy”. Mem Inst Oswaldo Cruz 107:79-89.

STEFANI MM. (2008). “Challenges in the post genomic era for
the development of tests for leprosy diagnosis”. Rev Soc
Bras Med Trop 41(2): 89-94.

ULRICH M, CONVIT ], CENTENO M, RADA E. (1986).
“Caracterizacion parcial y evaluacion de la activacion
inmunoldgica de antigenos solubles de Mycobacterium
leprae”. Inmunologia Clinica, UCV, p 455-462.

ULRICH M, SMITH PG, SAMPSON C, ZUNIGA M, et al. (1991).
“IeM antibodies to native phenolic glycolipid-I in contacts
of leprosy patients in Venezuela. Epidemiological
observations and prospectives study of the risk of leprosy”.
Int ] Lepr 59: 405-415.

VAN HOOIJ A, TION KON FAT EM, RICHARDUS R, VAN DEN
EEDEN SJ, et al. (2016). “Quantitative lateral flow strip

Tribuna del Investigador | Vol. 21, No 2, 2020 | 96



Elsa Rada, Lucibel Crespo, Ramdn Guevara

assays as user-friendly tools to detetc biomarker profiles
for leprosy” Sci Rep 29(6): 1-10.

VAN HOOIJ A, TJON KON FAT EM, BATISTA DA SILVA M,
CARVALHO BOUTH R, etal (2018). “Evaluation of
Immunodiagnostic Tests for Leprosy in Brazil, China
and Ethiopia”. Sci Rep 8(1): 1-9.

VAN HOOIJ A, VAN DEN EEDEN S, RICHARDUS R, TJON
KON FAT E, etal (2019). “Application of new host
biomarker profiles in quantitative point-of-care
tests facilitates leprosy diagnosis in the field’.
EBioMedicine 47:301-308.

VISSA VD, BRENNAN PJ. (2001). “The genome of
Mpycobacterium leprae: a minimal mycobacterial gene
set”. Gen Biol 2(8):1-8.

WHO. (2000). "Guide to elimination of leprosy as a public
health problem.1st Ed. Geneva.

WHO. (2018). “Directrices para el diagnéstico, tratamiento y
prevencion de la lepra”. p. 1-89. [Internet]. Disponible
en: https://www.paho.org/es/documentos/guidelines-
diagnosis-treatment-and-prevention-leprosy.

97 | Tribuna del Investigador [Vol. 21. No 2, 2020



Melinis minutiflora (Capim melao), una graminea de importancia alergénica en Venezuela

Melinis minutiflora (Capim Melao),
una graminea de importancia
alergénica en Venezuela

Franca Puccio'?
puccio.franca@gmail.com

https://orcid.org/0000-0003-3619-6976

Domenico Cifarelli’

Elianska Lopez'
elielopezb@gmail.com

Isabel Hagel'

isabelhagel@gmail.com

Maria C. Di Prisco’
mariacristinadi@gmail.com

Francesc Castejon’
castegb5@gmail.com

'Instituto de Biomedicing “Dr. Jacinto
Convit”, Facultad de Medicina,

Universidad Central de Venezuela.

2Escuela de Nutricién y Dietética,
Facultad de Medicina, Universidad

Central de Venezuela.

RESUMEN

El polen de las gramineas figura como una de las causas mas importante de polinosis
a nivel mundial. En Venezuela son pocos los reportes de reacciones alérgicas a
gramineas. No obstante, entre los meses de noviembre a marzo se registra un
aumento en la incidencia de las patologias alérgicas en varias ciudades del pais,
particularmente en Caracas. Las investigaciones sobre la sensibilizacién a esta
graminea han sido limitadas y hasta la fecha no existe en el mercado latinoamericano
ninglin extracto comercial de potencia estandarizada de esta graminea. Se prepar6
un extracto de procedencia local siguiendo estandares internacionales, y se evalud
la reactividad alérgica a Melinis minutiflora en pacientes alérgicos Venezolanos. Se
determiné la toxicidad aguda y crénica en un modelo murino y se evaluaron 608
pacientes de la Consulta de Alergia del Instituto de Biomedicina. No hubo toxicidad
aguda ni crénica en el modelo murino. Mellinis minutiflora presento una positividad
de 22,6 % en los pacientes evaluados. Se reporta una actividad biolégica de
48,20UB/ml. Existi6 un porcentaje importante de positividad en prueba cutanea al
extracto de Melinis minutiflora (Capim melao), mayor que a un extracto comercial de
otras gramineas que no incluyen a Capin melao (pélenes IV). Un importante nimero
de pacientes reaccionan exclusivamente a Capin melao en pruebas cutaneas.
Nuestros resultados sugieren la importancia de incorporar de rutina a la bateria de
alérgenos que se usa para la evaluacion de pacientes alérgicos, a extractos
localmente producidos como el de Melinis minutiflora que podria ser el responsable
de un porcentaje importante de cuadros alérgicos en diferentes poblaciones.

Palabras clave: Melinis minutiflora; alergia; pruebas cutaneas; gramineas.

Melinis minutiflora (Capim Melao) A GRAMMINE OF ALLERGENIC
IMPORTANCE IN VENEZUELA

ABSTRACT

Grass pollen is one of the most important causes of pollinosis worldwide. In
Venezuela, there are few reports of allergic reactions to grasses. However, between
the months of November to March there is an increase in the incidence of allergic
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pathologies in several cities in the country, particularly in
Caracas. Research on sensitization to this grass has been
limited and to date there is no commercial extract of
standardized potency of this grass in the Latin American
market. An extract of local origin was prepared following
international standards, and allergic reactivity to Melinis
minutiflora (Capim melao) was evaluated in Venezuelan
allergic patients.
determined in a murine model and 608 patients from the
Allergy Consultation of the Institute of Biomedicine were
evaluated. There was no acute or chronic toxicity in the
murine model. Melinis minutiflora presented a positivity of
22.6% in the evaluated patients. A biological activity of
48.20UB / ml is reported. There was a significant percentage
of skin test positivity to the extract of Melinis minutiflora,
higher than to a commercial extract of other grasses that do
not include Capin melao (pollens IV). A significant number

Acute and chronic toxicity were

of patients react exclusively to Capin melao in skin prick
tests. Our results suggest the importance of routinely
incorporating locally produced extracts such as Melinis
minutiflora into the allergen battery used for the evaluation
of allergic patients, which could be responsible for a
significant percentage of allergic conditions in different
populations

Keywords: Melinis minutiflora; allergy; skin prick test; grass.

INTRODUCCION

Las gramineas han sido objeto de extensos estudios
en los ultimos anos y debido a la gran alergenicidad de
sus pbélenes y a su extensa distribucion vegetal, han
demostrado ser una de las causas mas importante de
polinosis a nivel mundial (Subiza, 2003). Las especies
Phleum pratense, Lolium perenne, Cynodon dactylon,
Bromus catharticus, Dactylis glomerata y Festuca
pratensis, se encuentran entre las principales gramineas
causales de alergia en los contenientes americanos y
europeo (Anderson, 2003). En Venezuela, la familia de
las Poaceae se encuentra representada por cercade 111
géneros y 549 especies de gramineas (Huber et al., 1998).
Melinis minutiflora (Capim melao), es una graminea
nativa del Africa, introducida primero a Brasil y
posteriormente a Venezuela (Mondolfi, 1957). Pertenece
a la Familia: Poaceae, Subfamilia: Panicoideae, Tribu:

Paniceae, Género: Melinis, Especie: Melinis minutiflora.
Nombre: Mellinis minutiflora P Beauv. (Baruch, 1985).
Esta graminea florece entre noviembre a marzo en
diversas partes de Venezuela (Hurtado y Riegler-
Goihman, 1984; Perdomo-Ponce et al., 1991).

Se encuentra distribuida en varias zonas a nivel
mundial. No obstante, las manifestaciones alérgicas a
esta graminea no han sido muy estudiadas. El Dr Benaim
Pinto en 1960 reporta un 17% de positividad en pruebas
alérgicas cutaneas frente al extracto de esta graminea, y
una prevalencia del 40% en un grupo pequefo de
pacientes con alergia respiratoria (Pinto, 1960).
Posteriormente, la Dra Perdomo de Ponce y col, (1991)
elaboraron el primer calendario polinico de la ciudad de
Caracas y confirman la presencia y los periodos de
floracion de Melinis minutiflora (Capim melao), como la
principal graminea en el valle caraquefio, con picos de
floraciéon entre octubre y marzo (Perdomo de Ponce et
al., 1991). Nuestro grupo en el 2009, realizo el primer
estudio preliminar de evaluacion de la reactividad
alérgica frente a Mellinis minutiflora en nifios alérgicos.
No obstante, hasta la fecha no se ha incorporado este
antigeno en la rutina de evaluacion, que incluye la
realizacion de pruebas cutaneas y la deteccion de IgE
especifica, del paciente alérgico venezolano ni de
Latinoamérica.

Tampoco ha sido determinado su papel en la
exacerbacion de diferentes enfermedades alérgicas
durante su floraciéon. En este estudio se prepar6é un
extracto local, estandarizado de polen de Melinis
minutiflora, se determiné su toxicidad aguda y crénica
en modelo murino, y se evalud su actividad bioldgica asi
como la reactividad cutanea en 608 pacientes alérgicos
venezolanos y se estableci6 la comparacion de la
reactividad cutanea con un extracto de gramineas que
se usa de forma comercial, pero que no incluye a Capin
melao en su composicion.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del extracto local de Melinis minutiflora
(Capim melao)

La graminea se recogi6 durante el periodo de
maxima floracién, octubre a enero (2008-2012) en
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lugares distantes de caminos y carreteras, de acuerdo
a las sugerencias descritas previamente (Pinto, 1960).
Cada tallo fue desprovisto de sus hojas y colocado en
envases de agua, hasta que se desprendieron los
granos de polen que se colocaron en un desecador con
gel de silica para evitar la hidratacion del polen. Se
purific6 el polen, eliminando los desechos mas
gruesos como pelos y restos de antenas, pasandolo a
través de un tamiz de acero inoxidable con poros no
mayores a 40 micras, y se clasifico como “puro”,
cuando no contenia mas de 0,5-1% de particulas
extrafias. Internacionalmente, se acepta un nivel de
contaminacion del polen del 1%. (Codina et al., 2016;
Nazila et al, 2018). Los granulos purificados se
conservaron permanentemente en desecador.

La extraccion proteica se realizO como se ha
descrito previamente (Puccio et al., 2004), agregando
200ml de la solucion extractora de proteinas de
Bicarbonato de Amonio 0.05M pH=8.0 por 10grs de
Melinis minutiflora (Capim melao) en agitacion por 48
horas a 4 °C. Posteriormente, se filtré por 0.45 y 0.22
um y se dializ6 por 48 horas con solucion de cloruro
de sodio (NaCl) al 0.85%. Se liofilizo en los envases
correspondientes utilizando un liofilizador comercial
FreeZone 4.5 Liter Freeze Dry Systems (Labconco)
segun el protocolo descrito por la casa comercial. Al
producto liofilizado se le realizd6 extraccion lipidica
mediante precipitacion con metanol/cloroformo
(Wessel et al., 1989). Finalmente el pellet de proteinas
fue resuspendido en buffer fosfato salino (PBS) y
almacenado a -20°C hasta el momento de su uso.

Se determiné la concentracion de proteinas con el
método de Bradford, y luego se realiz6 la electroforesis
en gel de poliacrilamida Se dializ6 y filtr6 en
condiciones de esterilidad y luego se determiné la
toxicidad aguda y crénica del extracto al ser inyectado
en ratones de experimentacion para posteriormente
preparar el extracto para la aplicacion en pruebas de
piel en el grupo de estudio de acuerdo a estandares
internacionales de preparacion de extractos
alergenicos.

Los ratones fueron suministrados y mantenidos
por el Bioterio del Instituto de Biomedicina y se
siguieron las normas éticas de experimentacion en

animales. Se evalu6 la toxicidad aguda del extracto
Capimmelaoa 10.000 PNU/mL (200 Ul/mL), ya que la
dosis recomendada de preparaciones alergénicas para
diagnostico para animales de experimentacion debera
situarse en el rango mayor de la aceptada para
humanos, en 10 ratones de la cepa NMRI y 5 controles,
a los cuales se les aplico solo la solucion diluyente del
extracto en condiciones de esterilidad. Se control6 el
peso de los animales al inicio y fin del experimento
como parametro demostrativo de toxicidad,
considerandolo positivo si la pérdida de peso
excediere al 10% del peso vivo inicial del animal.

Toxicidad aguda

Se midi6 la extravasacion de plasma
(hemoconcentracion) provocada en la cepa de ratones
NMRI por la inyeccion por via intraperitoneal de 0.2
mL del (0.6 mg/mL),
protocolo de Iff y Vaz, (1966). Determinando el
porcentaje de hemoconcentracion en muestras de 10
ul de sangre extraida de la cola antes y 10, 20 minutos
después de la inyeccion del extracto. Para esto, las
muestras de sangre fueron diluidas en 5 ml de una
soluciéon de Na,COs al 0.1 % y se midi6 la densidad
Optica a 541 nm. Al grupo control se le inyect6
salina 0.2 mL. ElI porcentaje de
hemoconcentracion se determiné al evaluar la DO
antes y después de la inyeccion del extracto
alergenico.

extracto modificacion de

solucién

Toxicidad crénica

Se inyect6 via intraperitoneal 0.2 mL del extracto
(0.6 mg/mL). Se observaron los animales por un
periodo de 7 dias y se control6 el peso corporal al
inicio y fin del ensayo. Al concluir el experimento se
sacrificaron todos los para estudios
anatomopatolégicos macroscopico e histologicos en el
bazo, pulmén é higado. Se fijaron los 6rganos en 10 %
formol y luego se prepararon cortes histologicos que
se tifleron con hematoxilina-eosina para examinarlos
al microscopio.

animales
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Preparacién del extracto de Melinis minutiflora (Capim
melao) para pruebas de piel (Prick test).

Posterior al control microbiolégico y micolégico, el
extracto se filtr6 por 0,22 pm (Millipore) en
condiciones de esterilidad y se utilizé a 0.109 mg/mL
en solucion diluyente (50% solucion fisiologica
fenolada al 0,04% y 50% de glicerina).

Determinacién de la actividad biolégica del extracto.
Se determino la actividad biolégica en un grupo de
30 pacientes que asistieron para su control a la
Consulta de alergia del Instituto de Biomedicina.
Previo Firma del Consentimiento informado para
pacientes. Se calculo la potencia alergénica al calcular
que una dilucién de un extracto tiene una potencia de
100UB/mL cuando, al realizar una prueba por punciéon
en 30 sujetos clinicamente sensibles, se produce un
promedio de papula de 8,6 mm. Basandonos en que:
una dilucién de un extracto tiene una potencia de 100
UB/mL cuando, al realizar una prueba por puncion en
30 sujetos clinicamente sensibles, se produce una
media geométrica de papula de 75 mm? (promedio de
papula de 8,6 mm), se calcul6 la actividad biologica.

Poblacién de estudio

Se realizd un estudio descriptivo, prospectivo de
corte transversal en un grupo no seleccionado de
pacientes alérgicos que asistieron para su control a la
consulta de alergia del Instituto de Biomedicina (2008-
2014). Este estudio fue previamente aprobado por el
comité de bioética del Instituto de Biomedicina (2008).
Teniendo en cuenta que la poblacién adulta alcanza la
cifra de 22500000, con una prevalencia estimada de
alergia de 30%, considerando un error estimado de 5%
y un nivel de confianza del 95% se necesitaria evaluar
una poblacion de 325 individuos. Se incluy6 un grupo
de 608 pacientes previa firma del consentimiento
informado. Se evalu6 la reactividad alérgica en prueba
cutanea, frente a algunos alergenos comunes usados
de forma rutinaria, incluidos acaros, Periplaneta
americana, Blatella germanica y un extracto comercial
de una mezcla de poélenes de gramineas (ALK-Abell6)
que no contienen a Melinis minutiflora (Capim melao)
y que contiene las gramineas Dactylis, Festuca, Lolium

y Phleum (ALK), asi como el extracto de Melinis
minutiflora localmente producido.

RESULTADOS

Caracteristicas del extracto local de Melinis
minutiflora (Capim melao)

Se obtuvo un total de 26,0 gramos de polen de
Capin melao, con un rendimiento de 38,2%; y una
concentraciéon de proteinas de 2,30 mg/mL. Los
controles microbiolégicos y micologicos del extracto
no evidenciaron contaminaciéon del mismo. La
electroforésis evidencio bandas de pesos moleculares
aproximados: 166 kDa, 115 kDa, 85 kDa, 50 kDa, 36
kDa, 27 kDa y 19 kDa.

En los ratones inyectados con el extracto y en el
grupo control, los valores del porcentaje de variacion
de la hemoconcentracion pre y post inyeccion del
extracto indicaron que no hubo toxicidad aguda, y 24
horas después de ser inyectados los ratones, estos no
presentaron ningun tipo de alteracion en los
porcentajes de hemoconcentracion.

Los estudios de toxicidad créonica demostraron que
no hubo variacion en el peso de los ratones ni cambios
histologicos en los 6rganos evaluados después de la
inyeccion del extracto al compararlos con el grupo
control.

Estudio de la actividad alergénica del extracto de
Melinis minutiflora (Capim melao) mediante Ila
realizacibn de pruebas cutaneas (Prick test).
Evaluacién de su actividad biolégica

En el grupo de 30 pacientes, el extracto de Melinis
minutiflora (Capim melao) tuvo wuna actividad
biologica de 48,20 UB/ml. Los porcentajes de
positividad en las pruebas cutaneas en los 608
pacientes de la Consulta Externa de Alergia del
Instituto de Biomedicina, fueron: D.
pterosnyssinus 60%, D. farinae 56,41%, Blomia
tropicalis 60,89%, Anisakis simplex 17,31%, Blatella
germanica 44,23%, Periplaneta americana 40%.
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Tabla 1. Comparacidn de la positividad en prueba cutanea entre el polen
comercial Polen IV y el extracto de Melinis minutiflora en los pacientes
alérgicos.

Pacientes Pacientes
positivos en  negativos en
pru/eba pru’eba Total
cutanea cutanea Pacientes
Melinis Melinis
minutiflora minutiflora
N N
Pacientes
positivos
en prueba 46 33 79
cutanea
Polen IV
Pacientes
negativos
en prueba 88 441 529
cutanea
Polen IV
Total 134 474 608
Chi* 69.205. Valor de p<0.00001. Estadisticamente

significativo con un nivel de significaciéon del 95%. Se
observa un numero significativo de pacientes positivos en
pruebas cutaneas al Capin melao y negativos al extracto
comercial de gramineas.

La prevalencia de sensibilizacion a los polenes
comerciales Polen [V (Dactylis, Festuca, Lolium y
Phleum) fue de 12,99%, y el porcentaje de positividad
obtenido frente al polen de Melinis minutiflora (Capim
melao) fue del 22,03%.

El promedio del tamafio de las papulas de los
pacientes a la mezcla de poélenes IV fue de 3,2mm,
mientras que el promedio de la papula al extracto de
Capin melao fue de 5,8mm. En la tabla 1 se muestra
que existio diferencias estadisticamente significativas
p<0,001 en la positividad en pruebas cutaneas entre el
extracto comercial de polenes IV y el de Capin melao.
Siendo mayo para Mellinis minutiflora, cabe destacar
también la especificidad del extracto, ya que existe un
importante grupo de pacientes que reaccionan
especificamente a Capin y no a polenes V.

DISCUSION

En Venezuela, son escasos los trabajos que
reportan el papel de las diferentes gramineas en el
desarrollo de la patologia alérgica. No obstante se ha
reportado un incremento de las consultas de alergia
durante los meses de octubre a marzo, meses que
coinciden con los picos de floracion de Mellinis
minutiflora (Capriles Hulett et al., 2005). En el Distrito
Capital, Melinis minutiflora (Capim melao) se
encuentra de manera preponderante en el Parque
Nacional el Avila (Waraira Repano), ubicado en el area
Centro-Norte de Venezuela, dentro del tramo central
de la Cordillera de la Costa. Este se ubica a lo largo del
Distrito Capital (paralelo a la costa) y en la region
noroeste del Estado Miranda (Amend, 1991). En el
Distrito  Federal Mellinis minutiflora aparece
generalmente a principios del mes de octubre y con las
variaciones en los periodos de lluvia y sequia, la
floracion se puede extender hasta los meses de febrero
a marzo (Ponce Perdomo, 1991).

Comenzamos inicialmente por recolectar la materia
prima, extraer el polen de Mellinis minutiflora y
preparar un extracto venezolano al que se le reporta
actividad biologica de
internacionales. Los procesos de purificacion vy
extraccion permitieron elaborar un extracto local que
fue utilizado para llevar a cabo un adecuado
diagnostico tanto in vivo como in vitro. El componente
alergénico de los polenes de las gramineas se atribuye
a una cantidad reducida de proteinas que se liberan
rapidamente del grano de polen al hidratarse por
contacto con las mucosas (Andersson y Lidholm,
2003). Los alergenos presentan
propiedades fisicoquimicas e inmunologicas similares.
Actualmente se han descrito 11 grupos de alérgenos
en poaceas (D'Amato et al, 1991). Las bandas
encontradas en la electroforesis podrian relacionarse
con los alérgenos de los grupos 1 (27 kDa), 2 (20 kDa),
4 (50kDa) y 5 (36 kDa). Estos han sido descritos
previamente como alérgenos principales de algunas
gramineas (Weebwe, 2003). Valdria la pena evaluar la
reactividad cruzada con otras especies de gramineas y
determinar el porcentaje de homologia entre sus

acuerdo a estandares

identificados
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proteinas. El valor de actividad bioldgica obtenido en
el extracto de Melinis minutiflora (Capim melao), fue
de 48,20 UB/ml, demostrando una alta capacidad de
inducir reconocimiento en prueba cutanea de los
pacientes alérgicos venezolanos.

Este extracto fue presentado para la patente de
registro ante el ministerio del poder popular para el
comercio en el servicio autobnomo de propiedad
intelectual namero 01422909.

No obstante, dado que hasta el momento, son
escasas las investigaciones sobre el papel que ejerce
Melinis minutiflora (Capim melao) en el desarrollo y
exacerbacion de la patologia alérgica, nos propusimos
investigar inicialmente cual era la prevalencia de la
sensibilizaciobn en pruebas cutaneas, que son el
parametro Gold estandar de evaluacion de los
pacientes alérgicos, frente a esta graminea y comparar
con otros polenes comerciales que no tienen a Mellinis
dentro de su composicion y que se emplean de forma
rutinaria.
comercial polenes IV de la compania espafiola ALK
bello y nuestro extracto localmente producido de
Melinis minutiflora (Capim melao), en un grupo de 608
pacientes que acudieron a la Consulta de Alergia del
Instituto de Biomedicina. Al determinar la prevalencia
de sensibilizacion utilizando los pélenes comerciales
que contiene las gramineas Dactylis, Festuca, Lolium y
Phleum, (ALK), se encontr6 un menor porcentaje de
positividad comparado con nuestro extracto local. La
positividad frente a Mellinis minutiflora se ubicd en
22,03 % de sensibilizacion en una poblacién de
pacientes que acuden a la consulta de alergia, con un
promedio de papulas de los pacientes de 5,8 mm y
superior al reportado en 1960 (Pinto, 1960).
Adicionalmente evidenciamos un grupo importante
de pacientes que reaccionan solamente al extracto de
Melinis minutiflora y no al de otras gramineas,
reforzando la idea de una reactividad especifica de los
mismos a esta especie.

Considerando que actualmente no se cuenta con
un extracto comercial de esta graminea que se aplique
de forma rutinaria, y que esta tiene una amplia
distribucion a nivel mundial, se recomienda anexar el
extracto alergénico de Melinis minutiflora (Capim

Por esta razon incluimos el extracto

melao), a la bateria de extractos alergénicos para
evaluar a los pacientes alérgicos. De igual forma, se
sugiere continuar con nuevas investigaciones que
permitan en un futuro cercano, utilizar extractos de
esta graminea para elaborar vacunas que sean usadas
en la IT en los individuos atopicos, lo cual mejoraria la
calidad de vida de estos pacientes.
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Asociacion entre factores
inmunologicos presentes en la
leche materna y el desarrollo de
dermatitis atopica en lactantes

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar la asociacién entre la presencia de
distintas citocinas y anticuerpos en la leche materna con el desarrollo de signos
y sintomas de dermatitis atopica en lactantes. Se realiz6 estudio descriptivo,
transversal, de casos y controles, evaluacion clinica dermatoldgica (Hannifin y
Rajka/SCORAD) en los lactantes, asi como la determinacién de citocinas y
anticuerpos en muestras de leche materna (IgA, IgE, sCD23, IL-10, sCD14,
IL-13, TGF-B (ELISA). La severidad de la dermatitis atépica (SCORAD) fue
mayor en lactantes de menor edad. Encontramos una fuerte asociacion negativa
entre los niveles de IgA secretora, los niveles de IL-10 y TGF-B en las muestras
de leche materna con la severidad de la dermatitis atopica. En cambio, se
observé una asociacion positiva entre la presencia de IgE, IL-13 y sCD23 en la
leche materna con el desarrollo de DA en lactantes. Asi el perfil “pro-atopico”
de madres durante la lactancia caracterizado por elevados niveles de IgE total,
IL-13 y sCD23 en la leche materna podria favorecer el desarrollo de dermatitis
atopica en los lactantes. Al contrario, la presencia de elevados niveles de IgA
secretora y citocinas reguladoras como la IL-10 y TGF-B protegen frente al
desarrollo de esta patologia.

Palabras Clave: Dermatitis atopica; Lactantes; Leche materna; IgA; IgE;
Citocinas.

ASSOCIATION BETWEEN IMMUNOLOGICAL FACTORS PRESENT IN BREAST
MILK AND THE DEVELOPMENT OF ATOPIC DERMATITIS IN INFANTS

ABSTRACT

The association of different breast milk cytokines and the development of
clinical signs and symptoms of atopic dermatitis in infants was studied. A cross-
sectional study of cases and controls was carried out. A clinical dermatological
evaluation was performed (Hannifin y Rajka/SCORAD) in the infants, as well as
the determination of cytokines and antibodies in breast milk (I gA, IgE,

sCD23, IL-10, sCD14, IL-13, TGF-B (ELISA). The severity of atopic dermatitis
(SCORAD) was higher in younger infants. A strong negative association between
levels of secretory IgA, levels of IL-10 and TGF-B in breast milk with the
severity of atopic dermatitis was found. In contrast it was observed a positive
association between the presence of IgE, IL-13 and sCD23 in breast milk

Tribuna del Investigador | Vol. 21, No 2, 2020 | 105



Ingrid Rivera, Maria Mercedes Hernandez, Zulay Rivera, Maria Cristina Di Prisco, Dennis A. Lugo, Maira Cabrera, Isabel Hagel

samples with the development of DA in infants. Thereby a “pro-
atopic” profile of lactating mothers characterized by high levels
of total IgE, IL- 13 and sCD23 in breast milk could favor the
development of atopic dermatitis in infants. On the contrary, the
presence of high levels of secretory IgA and regulatory cytokines
such as IL- 10 and TGF- P protect against the development of
this pathology.

Keywords: Atopic dermatitis; Infants; Breast milk cytokines;
IgA; IgE.

INTRODUCCION

La dermatitis atopica (DA) es un proceso
inflamatorio de la piel que comienza habitualmente
en la infancia. Se caracteriza por prurito intenso,
lesiones con morfologia y distribucién caracteristica,
curso créonico y recidivante. Se inicia en un 85% en
los primeros 5 anos de vida. La mayoria de los casos
se resuelven antes de los 2 afios de edad o mejoran
en la pubertad (Page et al, 2016). Actualmente hay
cerca de 10 millones de personas afectadas,
encontrandose en mas del 10% de los nifios con
edad promedio de 7 afos (Pols et al, 2016). En
Venezuela se han descrito prevalencias muy elevadas
de DA en nifios de poblaciones urbanas (Rivera et al.,
2015) y rurales (Hagel et al., 2014).

El desarrollo y severidad de la DA depende de la
interrelacion entre factores ambientales e intrinsecos
al individuo tales como la susceptibilidad genética,
defectos en la barrera cutanea y alteraciones de la
respuesta inmune (Pols et al, 2016). Las
enfermedades atopicas incluyendo la DA, presentan
una respuesta inmune tipo ThZ incluyendo la
produccion preferencial de citocinas pro
inflamatorias como IL-13, IL-4, elevados niveles de
Eosinofilia (Brandt, 2011), aumento en los niveles del
receptor soluble para la IgE tipo2 (sCD23) (Péne et
al, 1988) y elevada produccion de IgE frente a
alérgenos  involucrados en los procesos de
sensibilizacién alérgica (Brandt, 2011; Heeringa et al.,
2018). Las citocinas con perfil Th2 pueden tener un
fuerte impacto en la respuesta inmune de la piel y la
funcion de la barrera cutanea. Existen evidencias de
que tanto [L-4 como IL-13  disminuyen
significativamente la expresion de genes para
proteinas  estructurales clave como filagrinas,
queratina, hornerina, desmogleina y desmocolina
entre otras. También alteran la composicion lipidica
contribuyendo asi al aumento de la pérdida de agua
transepidérmica (Bieber, 2020). Ademas, tanto la IL-4

como la IL-13 disminuyen la produccion de péptidos
antimicrobianos en los queratinocitos (Clausen et al.,
2016) y por lo tanto juegan un papel en la disbiosis de
la piel caracterizada tipicamente por una fuerte
colonizacion con Staphylococcus aureus, empeorando
las lesiones de DA (Nakatsuji et al., 2017). Ademas, se
ha reportado en modelos experimentales in vitro que
la IL-13 regula negativamente
MMP-13 fibroblastos
disminuyendo asi la degradacion del colageno, lo que

la expresion de

en dérmicos  humanos
resulta en fibrosis con un depdsito excesivo de
(Bieber, 2020), de la

liquenificacion, un signo clinico de DA. Otro factor

colageno caracteristica
importante en la etiologia de la DA es la concurrencia
de alergia alimentaria (Cartledge y Chan, 2018;
Graham y Eigenmann, 2020; Tsakok et al., 2016), la
cual a su vez se asocia fuertemente a la pérdida de la
tolerancia frente a macromoléculas derivadas de los
alimentos (De Martinis et al., 2020; Fehervari, 2019).
En condiciones normales, las células T reguladoras en
la mucosa intestinal producen constantemente TGF-f
el cual estimula selectivamente la produccion de
anticuerpos IgA (Satitsuksanoa et al.,, 2018). La IgA
contribuye a la eliminacion de macromoléculas pro-
alergénicas por medio de mecanismos de exclusion
(Cerutti 2008)
sensibilizacion frente a alérgenos alimentarios y el

vy Rescigno, evitando asi la
consecuente desarrollo de DA. Ademas, citocinas
como TGF-p e IL-10 pueden inhibir procesos
inflamatorios mediados por IL-13 e IL-4 reduciendo
las manifestaciones cutaneas de atopia (Satitsuksanoa
etal., 2018).

Esta ampliamente demostrado que la lactancia
materna protege de las enfermedades infecciosas y
reduce en mas de la mitad de la tasa de mortalidad
de la Salud

recomienda la lactancia materna exclusiva durante 6

infantil. La Organizacion Mundial
meses antes de introducir alimentos sélidos (Dawod y
Marshall, 2019). En los ultimos 20 afnos, se han
identificado  mdultiples factores
(lipidos,

otros) en la leche materna (Berdi et al., 2019; Dawod y

citocinas y
inmunomoduladores carbohidratos entre
Marshall, 2019). Muchos de estos factores se derivan
de las células epiteliales de la glandula mamaria o de
las células del sistema inmunitario que se encuentran
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en la leche, mientras que otros se transfieren de la
circulacion de la madre (Brandtzaeg, 2010). Estos
componentes de la leche materna podrian afectar el
desarrollo de la tolerancia oral neonatal a través de
mecanismos  de inmunolégica 'y
ejerciendo influencia sobre la funcién de barrera
epitelial (Barrera y Sanchez, 2016; Figueroa-Lozano y
de Vos, 2019) y el microbioma intestinal (Cacho y
Lawrence, 2017; Sitarik et al, 2017). Existen
evidencias de que TGF-f, IL-10, IL-6 y sCD14 en la
leche materna tienen un impacto positivo en el
desarrollo de antigenos
alimentarios (Brandtzaeg, 2010; Dawod y Marshall,
2019). Ademas, se ha reportado que los niveles de IgA
en la leche materna correlacionan positivamente con
las concentraciones de TGF-B, IL-10 e IL-6 en la
leche materna (Bottcher et al, 1999; Dawod vy
Marshall, 2019). A su vez, altos niveles de IgA en la
leche materna protegen contra el desarrollo de
enfermedades alérgicas, incluida la alergia a la
proteina de la leche de vaca (Rajani et al., 2018; Seppo
et al., 2017). Sin embargo, la condicion de atopia en la
madre puede influir en el perfil inmunologico de la
leche materna. Asi, trabajos realizados en muestras de
leche materna y calostro han demostrado que los
valores de TGF-B; son menores en las muestras de
madres atopicas que aquellos medidos en muestras de
madres no atopicas (Bottcher et al., 1999; Rigotti et
al., 2006). También se han reportado elevados niveles
de lactoferrina e IL-17 en muestras de leche materna
de madres atopicas comparados con los observados
en muestras de madres no atopicas. Mas aun se ha
reportado una asociacion positiva entre los niveles de
lactoferrina e IL-17 con el desarrollo de
manifestaciones de alergia en los nifios de madres
atopicas (Polonkai et al., 2016).

Tomando en cuenta estos hallazgos y la elevada
prevalencia de DA en la poblacién infantil venezolana,
se realizo un estudio preliminar de las posibles
asociaciones entre el perfil de citocinas y anticuerpos
presentes en la leche materna y el desarrollo de DA en
un grupo de lactantes venezolanos.

modulacion

tolerancia frente a

MATERIALES Y METODOS

Poblacién estudiada. Se realizoé un estudio descriptivo,

transversal, de <casos y controles en lactantes
(3-12 meses) evaluados en la Consulta de
Dermatologia pediatrica del Instituto de Biomedicina
que acudieron por trastornos dermatologicos. Los
casos fueron lactantes con dermatitis atopica y los
controles sin dermatitis atopica ni infecciones de piel
o que comprometian las mucosas. Todos los nifios
participantes recibian para el momento de Ia
evaluacion lactancia materna. El trabajo fue aprobado
por la Comision de Etica del Instituto de Biomedicina.
Los padres o representantes firmaron el
consentimiento informado. del
trabajo lactantes que no recibian lactancia materna
(solo férmulas de leche artificial) y aquellos cuyas
madres padecian algan tipo de enfermedad de etiologia
inmunologica (vitiligo, dermatitis por contacto, artritis
reumatoide, lupus eritematoso, otras) o
inmunocomprometidas (VIH positivas).

Fueron excluidos

entre

Evaluacién clinica. Previo llenado y firmado de la hoja
de consentimiento informado por cada representante
legal del paciente, se procedi6 a realizar examen fisico
de la piel, siguiendo los criterios para diagnostico de DA
establecidos por Hannifin y Rajka (Hannifin y Rajka,
1980) y valoracion de la severidad segiin el SCORAD
(Oranje et al, 2007). Se verificaron los antecedentes
clinicos del nifio y de la madre.

Recolecciéon de las muestras de leche materna. Las
madres de los lactantes exprimieron directamente en
un tubo conteniendo inhibidores de proteasas, 3 mL de
leche materna. Las muestras luego fueron
centrifugadas y el sobrenadante se guardd a -10°C en
tubos Eppendorf conteniendo 1ul de un coctel de
inhibidores de proteasas (Sigma Aldrich).

Niveles de anticuerpos y citocinas en leche materna. La
medicion de anticuerpos en leche materna se realizd
mediante la técnica de ELISA reportada previamente
para la medicion de anticuerpos en saliva (Ortiz et al.,
2000; Rodriguez et al, 2011, 2004). Se utiliz6 una
concentracion de 1pg/100uL para el anticuerpo de
captura de IgE (16510 Sigma Aldrich) y de 2pg/100uL
para el de IgA (16635 Sigma Aldrich). El anticuerpo
conjugado con peroxidasa se utilizd a una dilucion de
1:2000 para IgE (A9667 Sigma Aldrich) y 1:3000 para
IgA (AO295 Sigma Aldrich). Las muestras de leche
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materna se diluyeron 1:2 en ambos casos. En cada
ensayo se incluyd una curva de calibracion utilizando
IgA humana de calostro como estandar (I-1010, Sigma
Aldrich) o IgE monoclonal humana (native human IgE
protein ab65866, ABCAM). Los resultados fueron
expresados en ug/mL. Los valores de sCD14, sCD23,
IL-13, IL-10 y TGF-B1 en muestras de leche materna se
evaluaron mediante ensayos comerciales (Quantikine,
R&D systems) y fueron expresados en pg/mL.

Analisis estadistico. Se realizo utilizando el programa
GraphPad InStat version 3.00 para Windows (GraphPad
Software, San Diego California USA). Se realizd un
analisis de (ANOVA) no paramétrico.
Se compararon las medianas de los valores de
los distintos parametros empleando la prueba de
Kruskal-Wallis. las correlaciones
entre las variables se el coeficiente de
correlacion de Spearman.

varianza

establecer
utilizo

Para

RESULTADOS

Participaron en este estudio un total de 46 lactantes
y sus madres, 18 nifios sanos (controles) y 28 ninos con
DA, que acudieron a la Consulta de Dermatologia
Pediatrica del Instituto de Biomedicina durante un
ano. La mediana de edad de los pacientes estudiados
fue de 11 meses. Se encontré6 una asociacion
significativa inversa (p=0,0036) entre el SCORAD de
los pacientes y la edad. El género, los antecedentes
familiares y el estado nutricional, no tuvieron
influencia en el SCORAD (Tabla 1).

Se compararon estadisticamente las medianas de
los valores de distintos signos clinicos mediante
ANOVA no paramétrico (prueba de Kruskal-Wallis)
encontrandose una diferencia significativa (p<0,005)
entre las medianas de los valores de eczema,
liquenificacion y excoriaciones correspondientes a los
grupos de niflos con SCORAD<20 y aquellos con
SCORAD entre 20-40 o >40 (Figura 1).

La tabla 2 muestra la contribucién de cada signo
clinico al SCORAD (Correlacion de Spearman) en
donde se evidencia que el eczema, la liquenificacion, y
las excoriaciones contribuyeron significativamente al
SCORAD (p<0,0001). Se encontrd una asociacion leve
con las infecciones secundarias (p=0,048). Ningun
paciente presentd prurigo.

Tabla 1. Asociacion entre caracteristicas de los lactantes
y la severidad de la dermatitis atopica (SCORAD), en un

grupo de lactantes evaluados en la Consulta de
Dermatologia del Instituto de Biomedicina.
Val
Parametro Spearman r IC 95% slor p
(dos colas)
Edad (meses) -0.4205 -0,6388 a-0,1396 0,0036
Género -0,2952 -0,5456 a 0,003581 0,0464
Antecedentes  1ag5 01668 20419  0,3586
familiares
Estado 01269  -04098 201783 04007
Mutricional
3,5 -
3 -
2,5
2 5]
E 1,5
j_ -
0,5
D u L
Scorad <20 Scorad 20-40 Scorad =40
B Eczema M Liquenificacién [ Excoriaciones

Figura 1. Mediana de los valores de SCORAD de
acuerdo a la severidad de la dermatitis atopica en un
grupo de lactantes evaluados en la Consulta de

Dermatologia del Instituto de Biomedicina. *p<0,005;
7p<0,005; p<0,005 (prueba de Kruskal-Wallis).

En la figura 2 se observa un aumento
progresivo acorde con el SCORAD de los
componentes Extension, Intensidad y Subjetivo,
siendo las  medianas de estos valores

significativamente mas elevadas (p<0,0001) en el
grupo con DA para
componentes Extension e Intensidad mientras que

severa (Scorad >40) los

el componente Subjetivo fue significativamente
mayor (p<0,005) en los moderados (SCORAD 20-40).
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Tabla 2. Contribuciéon de los diferentes signos clinicos
en la severidad de la dermatitis atdpica (SCORAD), en
un grupo de lactantes evaluados en la Consulta de
Dermatologia del Instituto de Biomedicina.

B Valorp
Parametro Spearman r IC95%
{dos colas)
Eczema 0,86598 07717209275 < 0,0001
Prurigo 0,1471 -0,1583a 0,4268 0,3292
Liquenificacion 0,7555 0,5901a 0,8600 < 0,0001
Infecciones
i} } 0,296 -0,002637 20,5462 0,0458
secundariasde piel
Excoriaciones 0,5048 0,2430a 0,6981 0,0003
60
50 A
a0
30 A
20 A
10 H
0
12 - Extension
10 A
=
2 8
[:4]
3
o 61
o=
‘1 m
2 m
0
6 - Intensid ad
*
5 m
‘1 m
3 m
2 m
1 m
0
Subjetivo
Oleve <20 MModerado 20-40 M Severo =40
Figura 2. Mediana de los valores de los

componentes de SCORAD segun la severidad de la
dermatitis atopica (SCORAD), en un grupo de lactantes
evaluados en la Consulta de Dermatologia del Instituto de
Biomedicina. *p<0,005 (prueba de Kruskal-Wallis).

La tabla 3 muestra que los tres componentes
(Extension, Intensidad y Subjetivo)
similarmente (p<0,0001) al SCORAD.

En la figura 3 se muestra las medianas de los

contribuyen

valores de distintas citocinas medidas en leche
materna de acuerdo a la presencia y severidad de la
DA (SCORAD). Se puede observar que los valores de
sCD23 e IL-13 aumentaron progresivamente en forma
significativa (p<0,005) acorde a la severidad de la DA.
En cambio, los niveles de IL-10 y TGF-B; disminuyen
progresivamente con la severidad de la DA siendo méas
bajos en los nifios con DA severa (p<0,0001). Ademas,
se evidencia como los niveles de sCD14 en leche
materna fueron comparables en los distintos grupos
encontrandose un leve aumento de los valores de esta
citocina en los nifios con DA severa (p<0,05). Los
valores de IgE total fueron significativamente mas
elevados (p<0,0001) en la leche materna de las madres
cuyos lactantes presentaron DA comparados con el
grupo control (Figura 4). Sin embargo, las medianas de
los valores de IgE en leche materna correspondientes
a los grupos con DA moderada (SCORAD: 20-40) y
severa (SCORAD>40) fueron significativamente mas
bajas (p<0,005), que aquellas encontradas en el grupo
con DA leve. Al contrario, los niveles de sIgA en leche
materna fueron extremadamente mas elevados
(p<0,0001) en la leche materna correspondiente a los
nifios no atopicos (Figura 4). Los mismos disminuyeron
progresivamente acorde a la severidad de la DA.

Tabla 3. Contribucion de los componentes clinicos en
la severidad de la dermatitis atdpica (SCORAD), en un

grupo de lactantes evaluados en la Consulta de

Dermatologia del Instituto de Biomedicina.

Parametro Spearman r IC 95% Valor p
(dos colas)

A Extensidn 0,309 0.,8395 a 0,9503 =< 0.0001

B Intensidad 0,9758 0,9558 a 0,9869 < 0,0001

C Subjetivo 07778 06243 a 0,6735 < 0,0001

Se encontr6 ademas una correlacion positiva
extremadamente significativa entre los valores de
sCD23, IL-13 e IgE total con la severidad de la DA
(SCORAD) (Tabla 4). En cambio,
reguladoras como TGF-f; e IL-10 asi como los valores

las citocinas
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Figura 3. Comparacion de los niveles de citocinas medidas en muestras de leche materna segun la presencia y
severidad de la dermatitis atopica en un grupo de lactantes Venezolanos. *p<0,05 sCD23: no atdpicos vs Scorad <20 vs
Scorad 20-40 vs Scorad >40; **p<0,05 IL-13: no atépicos vs Scorad <20 vs Scorad 20-40 vs Scorad >40; $p<0,05 TGF-f:
no atdpicos vs Scorad <20 vs Scorad 20-40 vs Scorad >40; ©p<0,05: no atdpicos vs Scorad <20 vs Scorad 20-40 vs
Scorad >40. tp<0,05 sCD14: Scorad >40 vs los otros grupos de severidad.

de IgA total se asociaron negativamente (p<0,001) a la
severidad de la DA (Tabla 4).

DISCUSION

La dermatitis atopica (DA) se caracteriza por la
localizacion tipica de lesiones especificas de la piel de
acuerdo a la edad. Los pacientes estudiados fueron
lactantes, menores de 2 afios, con una mediana de
edad de 11 meses, lo cual determind los hallazgos

caracteristicos del SCORAD para ese grupo etario
(Pucci et al., 2005). Se encontr6 que la edad influy6 en
el SCORAD de los pacientes, ya que a menor edad, la
severidad del SCORAD era mayor. El hecho de que la
severidad de la DA sea mayor en lactantes mas
pequefios sugiere un mayor riesgo a contraer
infecciones de la piel en este grupo etario. Estudios
previos han aportado evidencias de que la infeccion

por S. aureus precede en algunos casos el diagnoéstico

250- B =

_, 150+

T -

=100+ * -t —
0 == |

| J T T
No atdpicos Scorad<20 Scorad 20-40 Scorad >40

T ] T T
No atépicos Scorad<20 Scorad 20-40 Scorad >40

Figura 4. Comparacion de los valores de anticuerpos IgE total e IgA secretora Total medidos en muestras de leche
materna segun presencia y severidad de la Dermatitis atdpica en un grupo de lactantes Venezolanos. *p<0,05
IgE: no atdpicos vs los otros grupos de severidad; **p<0,05 IgA: no atdpicos vs los otros grupos de severidad.
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Tabla 4. Asociacidn entre mediadores inmunoldgicos presentes en la leche materna y la severidad de la DA en un
grupo de lactantes evaluados en la Consulta de Dermatologia del Instituto de Biomedicina.

Mediadores proalergénicos

|gE {ug/ml) IL-13 (pe/mL) sCD23 (pe/mL)
M 46 46 45
Spearman r 0,6395 0,84592 0,9019
IC95% 042152 0,7876 07377 20,9156 0,8257 a 00,9458
Valorde p [dos colas) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Significancia B FEE FEE

Mediadores de regulacian inmunclagica

lz& (pg/mL) IL-10 (pg/mL) sCO14 (pefmlL) TGF-B (pe/mL)

M 46 46 45 46
Spearman r -0,8060 -0,6570 -0,1517 -0,6620
IC95% -0,8803 a2 -0,6683 -07988a-0,4460 -0,4306a0,1537 -0,8020= -0,4531
Valorde P (dos colas) < 0,0001 < 0,0001 03144 < 0,0001
Significancia FEE i ns i

clinico de DA (Meylan et al., 2017). Por eso es
importante estudiar los factores que pueden proteger
o no frente a la DA en lactantes, particularmente en
aquellos grupos de nifios en alto riesgo social y
biologico en donde las infecciones de la piel pueden
conducir a situaciones de salud mas complicadas. Se
evidenci6 que el eczema, la liquenificacion y las
excoriaciones contribuyeron significativamente en
forma similar al SCORAD, siendo las caracteristicas
clinicas mas frecuentes en este grupo etario. Estos
resultados coinciden con hallazgos de un estudio
previo para evaluar la sensibilidad del SCORAD en
nifios y en lactantes, en el cual se encontré que cada
parametro del SCORAD contribuye de forma similar a
la severidad de la DA en lactantes (Pucci et al., 2005).
Asi estos resultados confirman que el SCORAD es un
sistema adecuado para medir cuantitativamente la
severidad de la DA en este grupo etario.

Ha sido ampliamente aceptado el hecho de que la
lactancia materna tiene un papel importante en la
prevencion de patologias alérgicas (De Martinis et al.,
2020; Rajani et al., 2018). Las glandulas mamarias son
parte del sistema inmune de las mucosas y que los
anticuerpos y citocinas presentes en la leche materna
son por lo tanto un reflejo de la estimulacion del
sistema inmune asociado a la mucosa tanto
respiratoria como intestinal en la madre (Brandtzaeg,
2010). Por esto, el micro ambiente inmunoloégico de la
madre influye profundamente en el perfil de

mediadores inmunolégicos que recibe el nifio durante
la lactancia, asi como en el perfil inmunitario que
desarrolla. De hecho se ha considerado la lactancia
materna como un ingenioso sistema de integracién
natural entre el sistema inmune de la madre y el del
nifio (Brandtzaeg, 2010). En este trabajo, la presencia y
severidad de la DA en el grupo de lactantes evaluados,
se asocio al perfil inmunitario de la leche materna.
Elevados niveles de citocinas y anticuerpos pro-
alérgénicos presentes en la leche materna
contribuyeron al desarrollo y a la severidad de las
lesiones de DA en el grupo de nifos evaluado. La
relacion estrecha entre el consumo por parte de la
madre atopica de alimentos potencialmente
alergénicos durante el embarazo y la lactancia, ademas
de la produccioén de citocinas como [L-4 e [L-13 (Lee et
al., 2016; Metcalfe et al., 2016), podria favorecer la
sensibilizacion alérgica frente a antigenos alimentarios
en el lactante. De hecho, como se mencion6é en la
introduccion, se han reportado valores mas elevados de
IL-13 e IL-4 en muestras de leche materna de madres
atopicas comparados con los de madres no atopicas
(Bottcher et al, 1999). También, niveles elevados de
IL-13 en muestras de leche materna de madres suecas
han sido asociados con manifestaciones de atopia en
sus respectivos lactantes (Tomici¢ et al., 2010). Sin
embargo un estudio mas reciente realizado en muestras
de leche materna proveniente de distintos paises

europeos reportd que la presencia de IL-13 en dichas
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muestras tiene un papel protector frente al desarrollo
de alergia durante el primer afio de vida (Munblit et
al., 2017). Se necesitaria un estudio mas preciso sobre
el efecto que esta citocina puede tener en el
desarrollo inmune del lactante y sobre que parametros
podria estar actuando. También trabajos preliminares
han demostrado que los niveles de IgE en la madre de
nifilos que recibieron lactancia materna se relacionan
positivamente con el desarrollo de manifestaciones
alérgicas en los niflos durante la primera infancia
(Wright et al., 1999). En este trabajo, los niveles de IgE
total en la leche materna de los nifios con DA severa y
moderada fueron mas bajos que aquellos encontrados
en la leche materna correspondiente a los nifios con
DA leve. En trabajos anteriores se ha reportado que
niveles muy elevados de IgE total pueden bloquear el
mecanismo de sensibilizacién de los mastocitos y la
produccion de IgE especifica frente a distintos
alérgenos particularmente en poblaciones tropicales
expuestas a parasitos helmintos (Hagel et al., 2013). Es
conocido el hecho de que estas parasitosis estimulan
de forma no especifica elevados niveles de IgE total
(Hagel et al, 2013). En
experimentales se ha reportado que el sCD23 actaa

distintos modelos
como una citocina inductora de la proliferacion de
linfocitos B productores de IgE (Péne et al, 1988§;
Saxon et al., 1990; Scheffel et al, 2005). Trabajos
anteriores realizados en distintos grupos de nifios en
Venezuela han reportado elevados niveles de sCD23
en suero (Hagel et al., 2006) y saliva (Rivera et al.,
2015) de ninos atopicos con manifestaciones cutaneas
de alergia: En este trabajo encontramos que los
niveles de sCD23 fueron muy elevados en las
muestras de leche materna correspondientes a los
nifilos con DA, correlacionando positivamente con el
SCORAD, no obstante, es la primera vez que se
reportan elevados niveles de sCD23 en leche materna
en la literatura (hasta donde pudimos investigar), por
lo que se necesitarian mas estudios para confirmar
estos hallazgos y analizar con mayor profundidad los
mecanismos inmunologicos que esta citocina pudiera
mediar en los nifios lactantes.

A diferencia de lo observado en el grupo de nifios
con DA, en el perfil inmunolégico de la leche materna
correspondiente a nifos sanos, hubo un claro predominio

de factores reguladores de la respuesta inmune con
respecto a los mediadores pro alergénicos. Mas auin se
encontré una correlacién inversa entre la presencia
de IgA secretora, TGF-B; e IL-10 en la leche materna
con la severidad de la DA. Existen evidencias de que
valores elevados de TGF-f1 e IL-10 en la leche
materna protegen frente al desarrollo de alergia (Berdi
2019; Dawod y Marshall, 2019) vy
consecuentemente frente a la DA. También se ha

et al,

demostrado en otros estudios el valor protector de la
slgA en la leche materna en relacion con la presencia
y severidad de la DA (Orivuori et al., 2014).

En este trabajo no se encontré ninguna relacion
importante entre los niveles de sCD14 soluble
medidos en leche materna con la presencia y la
severidad de la DA, evidencias en trabajos realizados
en otros paises han sugerido que niveles reducidos de
sCD14 en la leche materna se asocian con el
desarrollo de atopia, excema o ambos (Hua et al.,
2019) mientras que otros trabajos no han encontrado
ninguna asociaciéon (Logan et al, 2018), en este
sentido, valdria la pena en estudios posteriores
evaluar las diferencias de los valores de sCD14 en
muestras de leche materna de madres sometidas a
distintos retos antigénicos y su impacto en el perfil
inmunoloégico de los nifios. Otro aspecto importante
que influye en el control del desarrollo temprano de
enfermedades atopicas es el tipo de bacterias que
colonizan y forman tempranamente el microbioma en
la mucosa intestinal (Kim et al., 2019). Este proceso es
influenciado por pre bidticos presentes en la leche
materna que también pueden jugar un papel
importante en la prevenciéon del desarrollo de atopia
durante la primera infancia (Brosseau et al., 2019). De
hecho los oligosacaridos de la leche materna humana,
promueven la maduracion de la microbiota,
estimulando tempranamente el

bifidobacterias las cuales estan involucradas en el

crecimiento de

desarrollo de tolerancia frente a los alimentos y asi en
la prevencion de alergias y el desarrollo de DA
(Akkerman et al, 2019). En conclusién, nuestros
resultados indican que la presencia de un perfil “pro-
atopico” caracterizado por elevados niveles de IgE
total, IL-13 y sCD23 en la leche materna favorece el
desarrollo de dermatitis atopica en los lactantes.
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Mientras que, la presencia de elevados niveles de IgA
secretora y citocinas reguladoras como la IL-10 y TGF-
B: en la leche materna, protegen frente al desarrollo
de esta patologia. Por esto, es necesario realizar
estudios con evaluaciones mas minuciosas sobre los
diferentes procesos inflamatorios de las madres, como
infecciones exposicion frente a alérgenos o procesos
autoinmunes, para evaluar los efectos ocasionados
por estos factores durante el periodo de la lactancia.
Esto permitira modificar el perfil inmunolégico de la
leche materna ayudando al desarrollo armoénico del

sistema inmune en el lactante y prevenir la

aparicion de signos clinicos de DA.
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Factores determinantes de
tuberculosis entre los indigenas
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genética e inmunidad

RESUMEN

En Venezuela existen 724.592 habitantes de los 52 pueblos indigenas venezolanos;
los indigenas Warao el segundo pueblo mas importante del pais, fueron conocidos
en la literatura histérica y antropolégica de los siglos XVI-XX como Guaratinos; no
obstante, su auto denominaciéon es la voz: Warao; su significado: “duenos de la
canoa”. El pueblo Warao habita principalmente en las islas y cafios del delta del rio
Orinoco, estado Delta Amacuro. Su contacto con las infecciones ha sido reciente
luego del acceso de tanto los Criollos como de los misioneros europeos que
arribaron a sus comunidades luego de que permanecieron aislados por mucho
tiempo. Trabajo sobre la cultura Warao deja saber desde 1980, que los Warao
sufrian y morian en forma tragica de enfermedades tales como; la tuberculosis, el
catarro, la viruela, el sarampion y los padecimientos gastrointestinales. La poca
difusion y el marginamiento al que ha sido relegado el conocimiento del
sufrimiento de las enfermedades de nuestras comunidades indigenas, es el motivo
por el cual queremos hacerlas del conocimiento no solo a los especialistas sino a
un numeroso publico, que atn las desconoce. El objetivo de la presente
informacién en salud alrededor del pueblo Warao, es darla a conocer a las
autoridades sanitarias con la finalidad de que se implementen las medidas para el
control de la tuberculosis. Los resultados presentados de manera resumida y
derivados de las investigaciones cientificas apoyadas por el Instituto de
Biomedicina “Dr. Jacinto Convit”, nos han permitido avanzar en el conocimiento
para entender que factores de riesgo como; genéticos, inmunolégicos y
ambientales estan contribuyendo a que permanezca una alta prevalencia de
tuberculosis entre los indigenas Warao.

Palabras clave: Indigenas Warao; Delta Amacuro; Tuberculosis; Respuesta inmune;
Genética.

DETERMINANT FACTORS OF TUBERCULOSIS AMONG WARAO INDIGENOUS
FROM THE VENEZUELAN DELTA: GENETIC AND IMMUNITY

ABSTRACT

In Venezuela there are 724,592 inhabitants from 52 indigenous groups of Venezuela;
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Warao indigenous is the second most important ethnic of
the country, in the history and
anthropological literature of the XVI-XX centuries like
Guaraunos; however, their autonomination is the voice:
Warao, its means “duenios de la canoa”. They mainly live at
the Venezuelan Orinoco delta. Historically, indigenous
peoples suffered enormously after contact with western
cultures. The Warao population remained largely isolated
for millennia and largely unknown due to its their difficult
swampland habitat, so it is possible to think that their
contact with infections has been very limited until recently,
when their contacts with individuals of European descent
increased and when “Criollos”, members of the Venezuelan

they were known

population, and missionaries have entered their habitat in
sizable numbers. Previous reports in 1980 describe the
existence of deaths derived from epidemics of smallpox,
measles, plague, tuberculosis and gastrointestinal
problems. The aim of studies was advancing in the
knowledge of the risk factors such as; genetic, immune and
environment, which are attributable to proximate
determinants, given their prevalence and the
epidemiological evidence linking them to tuberculosis
among Warao from the Venezuelan Orinoco delta. As
regards to health conditions among Warao indigenous has
proven to be a growing challenge, the findings derived from
scientific investigations, which had been supported by Dr.
Jacinto Convit’ Biomedicine Institute, could suggest that
sanitary authorities to track the status of Warao indigenous
health for implementing and improving tuberculosis
surveillance.

Keywords: Warao indigenous; Tuberculosis; Delta Amacuro;
Immune response; Genetic.

INTRODUCCION

Gran parte de las sociedades nativas de América
desaparecieron luego del contacto con las
enfermedades del viejo mundo. Se estima que la
poblacion amerindia se redujo en 90% por efecto de
epidemias contra las que no tenian inmunidad ni
conocimientos para enfrentarlas. Los pueblos
indigenas que lograron sobrevivir resultaron
profundamente afectados y tuvieron que aislarse o
migrar para alejarse de las zonas de conflicto con los
europeos, experimentando una lenta recuperacion.
Sin embargo, desde mediados del siglo XX las
poblaciones indigenas latinoamericanas y del Caribe

han experimentado un aumento poblacional de mas
del 70% y hoy se estiman en unos 48,4 millones de
personas divididos en 400 grupos indigenas. Cinco
paises agrupan casi el 90% de la poblaciéon indigena
regional: Bolivia, Guatemala, Pert, Ecuador y
México (Montenegro y Stephens, 2006).

En Venezuela, los pueblos indigenas han tenido un
rapido crecimiento en las altimas décadas, debido en
gran medida al acceso a servicios de salud, en especial
a la vacunacion. Este es, de hecho, uno de los
principales estimulos para el acercamiento de sus
comunidades a la sociedad nacional y uno de sus
principales  reclamos (Freire, 2007). Algunas
enfermedades infecciosas endémicas constituyen un
problema de salud publica en las zonas indigenas del
pais, entre estas la tuberculosis (TB). Los territorios
inexpugnables del Delta no sélo impidieron que los
colonizadores espafioles alcanzaran a los indigenas
Warao, también limitan actualmente el acceso a los
servicios de salud y a servicios sanitarios basicos.

POBLACION INDIGENA WARAO: UBICACION

GEOGRAFICA, HISTORIA Y DEMOGRAFIA

De acuerdo con el Censo Nacional de Poblaciéon del
afio 2011, los indigenas de Venezuela totalizaron
724592 personas, pertenecientes a 52 pueblos
indigenas que corresponden al 2,7% de la poblacion
nacional. El pueblo indigena con mayor poblacion es
el Waytu (57% de la poblacién indigena); y el segundo
es el Warao, con 48.771 habitantes (6,7%) (INE 2015).
La poblacion Warao se distribuye principalmente en el
estado Delta Amacuro, donde habitaban 40.280
personas (83% del total), estando también presentes
en los estados Monagas, Bolivar y Sucre. En el estado
Delta Amacuro se distribuyen principalmente en el
municipio Antonio Diaz, donde residen el 59%; le
siguen Tucupita (29%), Pedernales (11%) y Casacoima
(1%9), (INE, 2011). Los Warao estan establecidos en, al
menos, 459 comunidades, y la mayoria de los
asentamientos estan habitados por 50 a 250
individuos, aunque existen comunidades con mas de
500 habitantes (Ayala y Wilbert, 2012; INE, 2018).

Su economia de subsistencia se basaba en la pesca
y la recoleccion de productos selvaticos. El idioma
Warao es una lengua clasificada como aislada o
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independiente, con tres variantes dialectales
principales comprensibles entre si (Ayala y Wilbert,
2012). Su territorio ancestral es el “propio delta”, una
llanura de unos 22.500 km? demarcada por el cafio
Manamo en el oeste, el Rio Grande al sur y el océano
Atlantico, que bordea todas sus costas.

La expansion de la actividad petrolera y la
contaminacién ambiental provocada en el delta,
tuvieron profundos impactos en la vida Warao. El
cierre del cafio Manamo en 1965, afect6 a cientos de
indigenas del Delta occidental y el estado Monagas,
que se vieron obligados a emigrar hacia Tucupita y
otros centros urbanos (Ayala y Wilbert, 2012).

La epidemia de coélera entre 1992 y 1993, cobr6 la
vida de cerca de 500 Warao, forzando a cientos de
personas a desplazarse en busca de atencion (Briggs y
Mantini, 2004). Otros se asentaron en las
inmediaciones del basurero de Cambalache, cerca de
Puerto Ordaz, para dedicarse a la recuperacion de
desechos; y también se han incorporado como mano
de obra en las minas ilegales de oro del estado Bolivar.

Durante los ultimos cinco anos, la crisis econdmica,
la creciente situacion de inseguridad alimentaria y
hambre, la falta de acceso a servicios de salud y
medicinas, impulsaron a muchos Warao a emigrar,
principalmente hacia Brasil, en busca de ayuda y
refugio. Para el afio 2018 se estimaba que mas de
3.000 Warao se encontraban en ciudades del norte de
Brasil como Pacaraima, Boa Vista, Manaos, Santarém y
Belém de Para (Garcia-Castro, 2018).

CONDICIONES DE VIDA Y SITUACION GENERAL DE
SALUD DEL PUEBLO WARAO

Los datos del Censo del 2011, demuestran las
grandes brechas e inequidades en las condiciones de
vida de las comunidades Warao del estado Delta
Amacuro, respecto a la poblacion Criolla de la misma
entidad, y a los indicadores promedio a nivel nacional.
Se observa que las condiciones de vida del pueblo
Warao se caracterizan por el mayor promedio de
personas por hogar a nivel nacional (5,4), una elevada
proporcion de hogares presentando hacinamiento
(51%), déficit de servicios de saneamiento basico
(69%), falta de acceso al agua potable (86%), carencia
de sistemas de aguas servidas (85%), y manejo de

desechos (96%), las mayores tasas de poblacion
analfabeta (58%), de hogares con nifilos que no asisten
a la escuela (20%), los mas altos niveles de pobreza
(28%) y pobreza extrema (55%) del pais (INE, 2011).

La principal dificultad para conocer la situacion de
salud del pueblo Warao es la falta de acceso a la
informacién epidemiolégica oficial,
encuentra censurada por el Estado venezolano.
Antecedentes tempranos relacionados con la salud de
los indigenas Warao refieren que dentro de las
comunidades Warao se observaba al indigena postrado
por el hambre y las enfermedades provocadas
mayormente por la TB, el catarro, la viruela, el
sarampion y los padecimientos gastrointestinales
(Barreto et al., 1980).

Las causas de morbilidad registradas en pacientes
Warao que acudieron al hospital “Luis Razetti” de
Tacupita entre 2015 y 2017 fueron: sindrome
diarreico (34% de los casos), deshidratacion (13%),
infeccion respiratoria (10%), neumonia (10%) vy
desnutriciéon (9%). Las siguientes causas en orden de
importancia fueron: sindrome emético,
sindrome doloroso abdominal,
sindrome coqueluchoide, TB, VIH, intolerancia oral,
bronquiolitis, paludismo, bronconeumonia y
emponzofiamiento ofidico (MPPS, 2015-2017).

Uno de los mas graves problemas de salud en la
actualidad es el VIH-Sida, que se identifico por
primera vez entre los indigenas Warao en el afio 2007,
la epidemia tuvo una evolucion explosiva, duplicando
el numero de infectados cada 10 meses y en
aproximadamente una década el 955% de Ila
poblacion habia sido infectada (Villalba et al. 2013).
Estas representan prevalencia
dramaticamente elevada, aproximadamente 10 veces
mayor a la mundial, lo cual puede ser devastador para
este pueblo indigena (de Waard et al., 2017).

Las causas de mortalidad en indigenas del
estado Delta Amacuro, en el ano 2013 fueron:

la cual se

anemia,
sindrome febril,

cifras una

diarrea, gastroenteritis y otras enfermedades
infecciosas intestinales (24%), infecciones
respiratorias agudas y otras enfermedades
respiratorias (12,2%), enfermedades del

corazébn (9,2%) y enfermedad por VIH (7,7%).
Otras causas en orden de importancia fueron

Tribuna del Investigador | Vol 21, No. 2, 2020. | 118



Zaida Araujo-Garcia, Aime Tillett y Jacobus de Waard

cancer, causas externas, enfermedades del sistema
digestivo, desnutricibn 'y ciertas afecciones
originadas en el periodo perinatal. También se
notificaron muertes por TB respiratoria,
complicaciones del embarazo, parto y puerperio y tos
ferina (MPPS, 2015b).

Delta Amacuro presenta las mayores tasas de
morbilidad (65,6 x 100.000) y mortalidad (6,1 x
100.000) por TB a nivel nacional (MPPS 2015a, MPPS
2015b), pero la mayoria de los casos notificados en la
entidad corresponden a indigenas Warao (82%). La
poblacion Warao de Delta Amacuro presenta las tasas
de TB mas altas registradas en el pais, con una
prevalencia alarmantemente elevada en menores de
15 anos (Fernandez de Larrea et al., 2002).

ESTUDIOS DE LOS FACTORES DETERMINANTES DE
TUBERCULOSIS EN LOS INDIGENAS WARAO

Condiciones y susceptibilidad a la tuberculosis
Para 1999 Venezuela reportd una tasa de
prevalencia de 26,1/100.000 habitantes. A diferencia
de otros estados del territorio nacional, en Delta
Amacuro hay un alto nimero de habitantes indigenas,
los indigenas Warao, por lo tanto, podria decirse que
las altas tasas obtenidas en este estado se deben
esencialmente a su estructura poblacional indigena
(MSAS, 1999). El estado Delta Amacuro, para el afo
1998, tenia la tasa de prevalencia mas alta de TB en
Venezuela, con 54,6/100.000 habitantes,
incrementandose a 93,2/100.000 habitantes en el afio
1999, con 124 casos registrados. (MSAS, 1999).
Elincremento de esta tasa fue debido al diagnoéstico
y registro de los casos de TB por las campafas de
pesquisa realizadas durante ese periodo en dicha
poblacion por el Laboratorio de Tuberculosis del
Instituto de Biomedicina, liderizado por el Dr. Jacobus
H. de Waard, en conjunto con el Programa Regional de
Control de la TB del estado Delta Amacuro. Aan asi, se
piensa que la tasa debe ser mas alta, debido al
subregistro que suele ocurrir en estos tipos de
poblaciones. Aunado al aporte del Laboratorio de
Tuberculosis, estuvo el interés del equipo del
Laboratorio de Inmunologia de Enfermedades
Infecciosas, liderizado por la Dra. Zaida Araujo; para
conocer las condiciones inherentes al ser humano, en

este caso de los indigenas Warao, que podrian estar
asociadas a diferencias genéticas, especificamente a
nivel del sistema inmunitario de esta poblacion
indigena en comparacion con la Criolla, esto basado en
los  hallazgos derivados de los estudios
inmunogenéticos realizados en los indigenas Warao y
la poblacién Criolla, que fueron llevados a cabo por la
Dra. Zulay Layrisse en el Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC), y publicados en los
afios 1988 y 1997, los cuales mostraron que existen
diferencias inmunogenéticas entre ambas
poblaciones; herencia y segregacion de DW, un
antigeno clase 11, de los AntigeELeucocitarios Humano
(HLA o Human Leukocyte Antigens), actualmente
conocido como Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC), haplotipos del HLA,
definidos en desequilibrio de ligamiento, solamente
con células homocigotas de origen Warao vy
asociaciones DR/DQ no vistas o descritas previamente
en otras poblaciones humanas (Layrisse et al., 1988;
Makhatadze et al., 1997). Esta condicién encontrada
en los indigenas Warao podria predisponer a la
susceptibilidad a las infecciones, entre ellas a la debida
por Mycobacterium tuberculosis, 1o cual habria que
demostrarlo y este fue el reto que asumié nuestro
equipo junto con el Laboratorio de Tuberculosis.

PREVALENCIA DE INFECCION ACTIVA POR M.
TUBERCULOSIS

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
para el 2006 Venezuela poseia una tasa estimada de
incidencia y de prevalencia de TB que hacia que
ocupara la cuarta posicion en Suramérica. En agosto
de ese mismo afo, el Ministerio de Salud y Desarrollo
Social (MSDS), public6 el Anuario de Mortalidad 2005,
en el cual se refleja a la TB como la decimoctava causa
de muerte a nivel nacional (MSDS, 2006); ademas,
segin datos del Instituto Nacional de Estadisticas
(INE), vy la Coordinacién del Programa de Control
Regional de Tuberculosis del estado Delta Amacuro;
desde el ano 1999, el estado Delta Amacuro lideriza
con las prevalencias de TB mas altas del pais, siendo el
Municipio Antonio Diaz el mas afectado; esto debido a
la contribuciéon de los resultados obtenidos de
proyectos de investigacion llevados a cabo por el
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Laboratorio de Tuberculosis, los cuales permitieron
conocer la muy alta prevalencia de TB que presentaba
el estado Delta Amacuro para el afio 2000,
especialmente en comunidades del Municipio
Antonio Diaz (INE, 2007; MPPS, 2007).

La poca difusion y el marginamiento a que ha sido
relegado el conocimiento del padecimiento de las
enfermedades de nuestras comunidades indigenas;
fue el motivo por el cual quisimos comenzar las
primeras investigaciones, las cuales estuvieron
dirigidas a conocer la prevalencia de la TB entre la
poblacion Warao infantil de las comunidades del
Municipio Antonio Diaz. En vista de que en Venezuela
no existia publicado antes del afio 2000, un sistema de
puntuacion para el diagnostico de TB infantil en zonas
rurales con infraestructuras inadecuadas, y menos
aun, un sistema validado, apto para ser implementado
en las comunidades indigenas Warao o rurales con alta
prevalencia de TB en adultos. El equipo de trabajo
desarrolld a partir del afio 1999 una metodologia
sencilla para diagnosticar TB infantil en la poblacion
Warao, aplicando parametros epidemiologicos vy
criterios clinicos en una poblacién total de 502 nifios
Warao provenientes de San Francisco de Guayo y
comunidades vecinas; a partir de los 502 nifnos
evaluados, se seleccionaron 27 nifios menores de 15
afnos con una clinica compatible con pacientes con TB.
Los resultados obtenidos,
métodos clinicos, microbiolégicos e inmunolégicos de
tipo humoral, mostraron que entre los nifios con
radiologia patologica, 7 (43%) tenian una o mas
confirmaciones adicionales: 3 (42%) pacientes fueron
positivos por BK/cultivo y 5 (71%) por serologia, estos
resultados permitieron establecer que la prevalencia
de TB infantil en nifios de 0 a 15 afios era de 3,2%;
equivalente a una altisima tasa de 3190/100.000 nifios
(Fernandez de Larrea et al, 2002). En conclusion, la
metodologia simple desarrollada para detectar TB en
ninos demostré su utilidad; se recomendd que la
misma debe ser aplicada en toda la poblacion infantil
Warao, y que debe hacerse el seguimiento de los casos
y la investigacion de contactos de cada uno de los
pacientes adultos diagnosticados en la busqueda
activa y continua de esta enfermedad.

cuando se utilizaron

VALORES HEMATOLOGICO Y COMPLEMENTO

En vista de que existen diferencias
inmunogenéticas entre la poblacion Warao y la Criolla;
quisimos evaluar los valores de los parametros
hematologicos de dos poblaciones diferentes con TB;
la poblacion de los indigenas Warao e individuos
Criollos. Se estudiaron pacientes y controles Warao y
Criollos adultos, y nifios controles Warao. Ambos
grupos de Warao; pacientes y controles presentaron
significativamente  bajos  tanto de
concentraciéon de hemoglobina corpuscular media
como de la hemoglobina, la cual se correlacioné con
una hipocromia eritrocitaria, en comparacion con los
dos grupos de Criollos.

A diferencia de los Criollos, los nifios Warao al igual
que los adultos Warao, atn en ausencia de
enfermedad presentaron una féormula leucocitaria
caracterizada por monocitosis, aumento del
porcentaje de linfocitos y disminucion del porcentaje
de neutrofilos (Araujo et al,, 2003). El encuentro de
que esté presente el mismo perfil de contaje de
globulos blancos entre nifos y adultos Warao con una
formula leucocitaria caracterizada por monocitosis,
aumento del porcentaje de linfocitos y disminucion
del porcentaje de neutrofilos pudiera ser el resultado
de factores genéticos, malnutricion, o infecciones por
virus, bacterias o parasitos, estos ultimos altamente
prevalentes entre las comunidades indigenas Warao.
Estos hallazgos nos indujeron a comenzar el estudio de
la respuesta inmunitaria; inmunidad humoral, celular
y algunos aspectos de la inmunidad innata, en los
ninos de estas comunidades con el objeto de
establecer si son especialmente sensibles a padecer la
infeccion por M. tuberculosis. Los resultados muestran
que en ambos grupos de nifios Warao; pacientes y
controles, se observa un perfil
caracterizado por un aumento en los niveles de los
componentes C3 y C4 del complemento (Gonzalez et
al., 2003).

El papel importante que tiene el complemento en
el humano durante la TB ha sido puesto en evidencia
a través del aumento significativo de los componentes
C3y C3d, los cuales se han encontrado correlacionado
con el aumento de complejos inmunes en pacientes

valores

inmunolodgico
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con TB no tratados, sugiriéndose que la activacion del
complemento por estos complejos previene que la TB
conlleve a una patologia mediada por complejos
inmunes como es conocido que ocurre en diferentes
patologias (May et al, 1983). El estudio del papel que
tiene el complemento durante la TB fue estudiado
también en indigenas Warao y en Criollos adultos,
tomando en cuenta la positividad o negatividad de la
reactividad a la prueba de la tuberculina o TST
(también prueba del PPD).

Los resultados mostraron que con la excepcion de
los grupos controles Warao y Criollos negativos a la
TST, se encontr6 un significante aumento del
porcentaje de individuos con niveles disminuidos del
componente C3 del complemento; asi como también
para el componente C4, en comparacion con ambos
grupos pacientes; Warao y Criollos (Araujo et al. 20006).
El papel de proteccion que pudiera tener el
complemento en los nifios Warao debido a los altos
niveles de C3 y C4, tengan o no TB, podria ser
atribuido a wuna adaptacion protectora de esta
poblacion indigena frente a las malas condiciones de
salubridad que existen en sus comunidades, pero que se
pierde en el adulto condicionado por los altos
niveles de infecciones a diferentes agentes patogenos
que se adquieren desde temprana edad.

TUBERCULOSIS Y RESPUESTA INMUNE

La TB es principalmente una enfermedad del
sistema respiratorio, y se transmite al toser y
estornudar. Las altas prevalencias de TB son debido al
hecho de que por un lado no se detectan los pacientes a
tiempo, y por otro, al retardo que existe en impedir la
transmision de la infeccion de una persona a otra, lo
cual es debido en parte a la baja sensibilidad que tiene la
técnica de tincion o baciloscopia (40%-60%), el
método de oro, altamente sensible, el cultivo de M.
tuberculosis es retardo, debido a lo lento que crece la
bacteria; aunado esta el hecho de que el 75% de los
pacientes con TB extrapulmonar, y el 95% de los nifios
tienen baciloscopia negativa; por lo que se hace
necesario encontrar una herramienta adicional de
diagnostico de TB que sea rapida como la serologia,
que permita detectar los casos a tiempo e interrumpir la
transmision y mejorar el control de TB en la

poblacion indigena Warao e inclusive en la poblaciéon
Criolla. La mayoria de los casos de TB ocurre en paises
poco desarrollados con recursos econémicos limitados
en los que el diagnostico depende principalmente del
examen clinico, los hallazgos radiograficos y la
confirmacioén con frotis y cultivo (Rivas et al., 2005).

Otra posibilidad diagnoéstica interesante es la
deteccion de material genético de la micobacteria,
mediante técnicas moleculares de amplificacion
genética basadas en el uso de la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR). Como es de esperarse, la utilidad de
estas pruebas es mayor cuando la baciloscopia es
positiva, circunstancia en la cual la especificidad y
sensibilidad son superiores a 95%. Sin embargo,
cuando la baciloscopia es negativa, la sensibilidad se
reduce entre 40% y 70%. Si bien el valor diagnostico
de las pruebas genéticas rapidas es indiscutible, su
aplicabilidad en la practica clinica diaria depende del
valor pronosticador que posean.

La reciprocidad que se establece entre M.
tuberculosis y la respuesta inmunitaria desarrollada
por el hospedador determina el control o no de la
infeccion. Se conoce que una minoria de las personas
que son infectadas por M. tuberculosis es capaz de
progresar a enfermedad clinica. Se puede decir, en
términos generales, que el 90% de las personas
tendran controlados los bacilos en estado latente para
toda la vida, por medio de su sistema inmunologico;
un 5% presentara TB primaria progresiva y el otro 5%
presentara la enfermedad en estados tardios de la vida,
lo que se denomina TB de reactivacion o post-primaria
(Rivas et al., 2005).

En los individuos resistentes, el control de la
infeccion o de los bacilos tuberculosos que se
encuentran en la regién requiere
principalmente del desarrollo de una respuesta de
inmunidad celular del tipo Th1. Este tipo de respuesta
incluye la participacion de los macréfagos alveolares,
los linfocitos T CD4+ y CD8+, principalmente los
linfocitos T yd y la produccion de citocinas como: IL-
2, IFN-y, 1L-12, IL-18 y TNF-a. Aunado estan las
quimiocinas como RANTES, MCP-1, MIP-1a e IL-8
que juegan un papel muy importante en la migracion
de las diferentes subpoblaciones celulares al sitio de

alveolar
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infeccion para la formacion del granuloma. Ademas, es
primordial el papel de las células “natural killer” (NK),
y de las células epiteliales como parte de la respuesta
de inmunidad innata (Rivas et al., 2005).

Teniendo en cuenta el papel preponderante y
esencial que tiene la respuesta inmunitaria tanto
innata como especifica tanto humoral como celular,
nuestro equipo comenz6 con el estudio de dicha
respuesta.

SEROLOGIA EN NINOS: POLICLONALIDAD

Los resultados del estudio de la respuesta humoral
no especifica muestran que, tanto en nifios Warao
pacientes como en controles, se observa hiper gamma
globulinemia con produccion de los isotipos IgG, IgM,
IgE e IgAs. El isotipo IgA solo se detect6 en el grupo de
los pacientes, lo cual sugiere que este isotipo podria
ser un marcador de enfermedad activa. La respuesta
humoral de la policlonalidad o niveles totales de
inmunoglobulina E (IgE) mostraron un prominente
aumento en el 100% de los nifios Warao (Gonzalez et
al., 2003).

La policlonalidad observada es independiente de la
reactividad al PPD y de la vacunaciéon con BCG. En
nifos menores de 7 afos, la reactividad al PPD es
similar y también independiente de la vacunacion con
BCG. Se encontré que entre los nifios negativos a la
tuberculina o PPD, un 80% también presentaron
estados de anergia o falta de reactividad celular al
antigeno de Candida (Gonzalez et al, 2003). Estos
hallazgos y el hecho de saber que la respuesta
inmunitaria desde una temprana edad en estos nifios
esta dirigida a defenderlos de mdultiples gérmenes,
pueden conducir a que esta respuesta sea anérgica o
no sea simplemente la adecuada para defenderlos
contra M. tuberculosis.

En los dltimos anos, un alto numero de
investigaciones han orientado sus esfuerzos a disenar
nuevas pruebas diagnosticas y a mejorar el
rendimiento de los métodos serologicos.

Los anticuerpos de las tres
Inmunoglobulinas; IgA, IgG e IgM son los
componentes de la respuesta humoral madura, siendo
los anticuerpos de las clases IgG los mas importantes

clases de

de la respuesta inmune adaptativa en la mayoria de las
infecciones.

Se ha sugerido que la presencia de niveles elevados
de IgM esta asociada a infeccion reciente por
Mpycobacterium en contactos, pero la IgG al estado de
enfermedad activa,
aumentada atin después del tratamiento, sin embargo,
la IgA se ha reportado sin variacion durante la
enfermedad de TB (Weldingh et al., 2005).

ésta ultima se encuentra

INMUNIDAD HUMORAL ESPECIFICA

Los métodos serologicos para el diagnostico de TB
se han venido realizando con el fin de lograr un
maximo en la sensibilidad y especificidad para la
deteccion de pacientes infectados con el bacilo de la
TB, tanto en ninos como en adultos (Araujo et al
2004). La principal ventaja de éstos es que permite
obtener resultados en un corto periodo de tiempo, lo
cual permite la aplicacion de un tratamiento lo mas
pronto posible. La principal desventaja que presentan
las pruebas serologicas, es la variabilidad de respuesta
de los anticuerpos frente a un antigeno, que puede
darse en la poblacién mundial. Esto representa un reto
para conseguir las combinaciones adecuadas de
antigenos y/o isotipos que
sensibilidad suficientemente alta para la deteccion de
pacientes con infecciones tuberculosas que evite los
falsos negativos, y/o una alta especificidad para evitar
los falsos positivos, lo cual permitiria no administrar
un tratamiento inoportuno que puede
resistencia. En este sentido el equipo de trabajo
comenz6 el estudio la respuesta inmune humoral
especifica contra antigenos de M. tuberculosis con la
finalidad de conseguir un método que adicional a los
métodos clinico y epidemiologico ayude al diagnoéstico
precoz de la TB.

demuestren una

inducir

INMUNIDAD HUMORAL ESPECIFICA EN NINOS

El estudio de la respuesta humoral especifica de los
isotipos; IgA, IgG, IgE e IgA secretora (IgAs) contra 3
antigenos de M. tuberculosis; PPD, HSP60, 38kDa, se
realizo en nifios menores de 15 anos. Los hallazgos
mostraron que la combinacion de 3 isotipos: IgG anti-
PPD, IgE anti-PPD, e IgAs anti-38kDa conllevé al
aumento de la sensibilidad a 64,7%, en comparacion a
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los métodos que utilizaban un solo isotipo, asi como
también con los métodos comerciales tales como
Myco G and Complex Plus (the Omega diagnostics
commercial kits). La especificidad de la combinaciéon
fue de 81,8%; mientras que los kits comerciales
mostraron ser altamente especificos (100%) (Araujo et
al., 2004).

Se han reportado la caracterizacion y disponibilidad
de varios antigenos especificos de M. tuberculosis en el
diagnostico serologico, los cuales detectan por arriba
del 85% de los casos de TB positivos por frotis pero la
sensibilidad disminuye en los casos de TB con frotis
negativo ademas de que la mayoria de los antigenos
caracterizados tienen sensibilidad y especificidad mas
bajas en pacientes coinfectados con HIV (Weldingh et
al., 2005). Otros antigenos que han sido estudiados en
pruebas serologicas son a cristalin (Hsp X) MTB 48,
Mtb81 y por tltimo ESAT 6 y CFP 10, 38 Kda y 16 Kda;
muchos de estos antigenos han demostrado buena
sensibilidad y especificidad para identificar pacientes
con TB pulmonar. En lo que respecta a isotipos de
inmunoglobulinas la sensibilidad es mayor en las
pruebas donde se mide IgG y es baja con IgA e IgM
(Chan et al., 2000).

En base a estudios recientes en relacion a otros
métodos de diagnoéstico como son la utilizacion de la
saliva para medir la IgA secretora contra antigenos de
M. tuberculosis, y los hallazgos previos que obtuvimos
del aumento de la sensibilidad con la combinacién de
3 isotipos, incluyendo la IgAs anti-38kDa, se llevo a
cabo el estudio de la reactividad de este isotipo
responsable de la inmunidad en mucosas contra dos
antigenos; PPD y 38kDa. El ensayo de ELISA
utilizando IgAs anti-38kDa a diferencia de la IgAs
anti-PPD, mostro
pacientes, fueran estos positivos o negativos a
la prueba de la tuberculina o PPD, en
comparacion con los controles.  Los
resultados sugieren que estos 2 antigenos estan
asociados de manera diferentes con el desarrollo de
la inmunidad de mucosas, la cual es mediada por
IgAs (Fernandez de Larrea et al., 2006). Al igual que
una prueba serologica, la utilizacion de IgAs a partir
de la saliva seria un método diagnodstico ideal también
porque es facil y rapido de realizar y puede ser

alta reactividad en nifnos

nifnos

implementado en areas aisladas como seria el caso de
las comunidades indigenas, donde el acceso a
hospitales por estas personas se dificulta, esto
después de que se realicen estudios con suficiente
namero de individuos que puedan validar las
sensibilidades y especificidades de los métodos.

INMUNIDAD HUMORAL ESPECIFICA EN ADULTOS

En el contexto de encontrar un método de
diagnostico serologico ideal, facil y rapido de realizar,
se continuo con la busqueda de un método a partir de
suero de indigenas Warao y Criollos adultos. Se
estudié en individuos con y sin infeccion por M.
tuberculosis, la respuesta humoral especifica de los
isotipos; IgM, IgE, IgAs, IgG y las subclases de IgG:
IgG1, IgG2 e IgG3 contra el antigeno PPD. Los
resultados mostraron que entre los indigenas Warao,
la combinacién de los isotipos IgG e IgE anti-PPD
alcanzo una sensibilidad de 92%. Entre los Criollos, la
combinacion de los isotipos IgG1 e IgG2 anti-PPD
mostro una sensibilidad de 90%; mientras que simples
métodos fueron capaces de mostrar altas
especificidades; IgG3 anti-PPD fue altamente
especifico (100%) entre los indigenas Warao e IgM
anti-PPD alcanz6 la especificidad de 97,4% entre
los Criollos; los hallazgos muestran que métodos
simples con un
especificidades, mientras que métodos con la
combinacion de varios isotipos lograron aumentar
la sensibilidad, lo cual podria ser una herramienta
util en el diagnéstico de TB (Araujo et al., 2008).

solo isotipo alcanzaron altas

INMUNIDAD CELULAR ESPECIFICA: VACUNACION
Se ha estimado que el riesgo de desarrollar
enfermedad después de la infeccion por M.
tuberculosis es de 5-10% en adultos, 15% en
adolescentes, 24% en ninos entre 1 a 5 afios 'y 43% en
ninos menores de 1 afio (WHO, 2015). Estos estimados
aunados a los primeros resultados que permitieron
establecer que la prevalencia de TB infantil en nifios
Warao de 0 a 15 afios era de 3,2%; equivalente a una
altisima tasa de 3.190/100.000 nifios (Fernandez de
Larrea et al., 2002), nos llevé a pensar que se esperaria
encontrar también casos de TB extrapulmonar; sin
embargo, no fue lo que encontramos, los casos de TB
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extrapulmonar no son frecuentes, lo cual pudiera estar
relacionado con el hecho de que se ha reportado, que
la vacunacion con BCG protege contra estas formas de
TB extrapulmonar. Esto nos llevd a plantearnos
evaluar la respuesta inmunitaria celular; estudiamos el
efecto de la vacuna BCG sobre la reactividad a la
prueba de la tuberculina o PPD en nifios indigenas
Warao de comunidades con alta, media y baja
prevalencia de TB; esto con la finalidad de establecer,
si la vacunacion afecta de manera importante la
respuesta de inmunidad celular a la prueba de la
tuberculina, pudiendo dar una respuesta de falso
positivo a la infeccion por M. tuberculosis como ha
sido publicado en la literatura.

En un total de 998 nifios se estudid el valor
diagnostico de la infeccion latente mediante la prueba
de la tuberculina o PPD, en nifos indigenas vacunados
y no vacunados con BCG de
comunidades que tienen una muy alta prevalencia de
TB en adultos. Los resultados mostraron, que la
vacunacion con BCG no fue una importante causa de
falsos positivos a la prueba de la tuberculina o PPD,
excepto en comunidades con una baja prevalencia de
infeccion activa o TB. Los resultados sugirieron que
una historia de vacunacion con BCG sobre la respuesta
positiva al PPD después de 10 afios de vacunacion fue
estadisticamente insignificante; y que en aquellas
comunidades con una alta prevalencia de TB, una
respuesta PPD positiva a una edad temprana refleja
mas probablemente el grado de exposicion a casos de
TB mas que a la vacunacion con BCG (Araujo et al.,
2008).

no enfermos

INMUNIDAD E INFECCIONES PARASITARIAS

Humanos y parasitos han coevolucionado, vy
contintan coexistiendo. El entendimiento de las
asociaciones huésped-parasito es
queremos entender el impacto de los patogenos y
enfermedades en la dinamica estabilidad de
los indigenas Warao del delta venezolano.

En esta region,

esencial  si

infecciones gastrointestinales
representan una de las principales causas de
morbilidad indigenas,
infecciones parasitarias recurrentes o abrumadoras,

entre los ellos tienen

especialmente por helmintos, donde la TB es
también endémica.

El Instituto Nacional de Estadistica (INE) en el afio
2007, reportdé el municipio Antonio Diaz, con el
mayor numero de casos de helmintiasis (52,3%) y
amibiasis o infecciones por protozoarios (45,5%)
(INE, 2007). Los parasitos, principalmente los
helmintos, inducen el desarrollo de la respuesta de
inmunidad celular del tipo ThZ2, la cual contrarresta
el desarrollo 6ptimo de la respuesta del tipo Thl,
esta ultima asociada a la
infecciones por patégenos intracelulares, como M.
tuberculosis, causante de la TB. El reporte publicado
por INE en el afio 2007, nos conduj6 a desarrollar un
estudio preliminar en relacion con la prevalencia
parasitologica presente en los indigenas Warao. Los
resultados parasitologicos mostraron que, las
helmintiasis estuvieron presentes en un 45,7% de los
indigenas, seguidos de las parasitosis mixtas por
helmintos y protozoarios en un 40%, y los
protozoarios en un 5%; mientras que en un 7,5% de
los individuos no se observaron parasitos. Entre los
parasitos
trichiura, Ascaris lumbricoides, Hymenolepis nana;
estos fueron los mas frecuentes entre los helmintos,
y Entamoeba coli, Entamoeba hystolitica, Giardia
lambia y Balantidium coli entre los protozoarios
(Gonzalez et al., 2003).

Los resultados en su conjunto muestran la
existencia de wuna alta prevalencia de tanto
infecciones por helmintos como de coinfecciones
mixtas por helmintos y protozoarios, lo cual nos llevo
a pensar que podria existir un perfil de expresion de
citocinas tanto del tipo Th2 como Thl; pero con
predominancia de Th2; lo cual se estableci6 en
trabajos posteriores.

Infecciones debidas principalmente a parasitos
helmintos estan relacionadas con la respuesta
humoral del isotipo IgE, la cual esta asociada a la de
inmunidad celular del tipo Th2. En un estudio
exhaustivo, se evalu6 la policlonalidad o IgE total asi
como las IgE e IgG4 especificas contra M.
tuberculosis en indigenas Warao adultos y en Criollos
adultos sin y con infeccion por M. tuberculosis
(Araujo et al., 2012).

resistencia de las

intestinales se observaron: Trichuris
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Los resultados mostraron niveles significativos de
IgE total presentes tanto en los pacientes como en
los indigenas Warao controles en comparacion con
los pacientes y controles Criollos. La respuesta IgE
especifica mostré que; las reactividades IgE anti-PPD
y anti-H37Rv fueron significativamente altas en los
pacientes y indigenas
comparacion con los pacientes y controles Criollos.
La reactividad de IgG4 anti-PPD y anti-H37Rv no
mostré significancia entre los grupos; pero su
reactividad se vio influenciada por el tratamiento
anti tuberculoso. Los hallazgos comparativos de
estas dos respuestas entre los individuos Warao y
Criollos mostraron, que entre los indigenas Warao
hay una intrinseca propension a producir altos
niveles de IgE total e IgE especifica asociada a la de
inmunidad celular del tipo Th2 en comparacion con
los individuos Criollos (Araujo et al., 2012).

controles Warao en

CITOCINAS E INMUNIDAD CELULAR

En un estudio exhaustivo se evalu6 la produccion
de citocinas; TNF-a, IL-12 (IL-12p40), [FN-y (tipo Th1)
e 1L-4 y también IL-5 (tipo Th2) en experimentos ex
vivo realizados con células mononucleares de sangre
periférica cultivadas de pacientes con TB y controles
sanos de tanto indigenas Warao como de individuos
Criollos, las cuales se estimularon con el antigeno
purificado de cultivo o PPD de M. tuberculosis
(Giampietro et al., 2010). La deteccion de citocina se
realiz6 a partir de los sobrenadantes de cultivo
utilizando el ensayo de ELISA tipo sandwich. Los
resultados mostraron que la produccion de citocinas
determinadas en sobrenadantes de cultivo a las 24 y
48 horas inducidas por el antigeno, podia dividirse en
dos grupos; un grupo, el de los pacientes Criollos que
producian  preferencialmente 'y de  manera
significativa, la citocina pro inflamatoria, factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), y las citocinas de tipo
Th1; interleucina 12 (IL-12) e interferébn gamma (IFN-
y) tanto para las 24 como a las 48 horas de cultivo, y el
otro grupo, el de los pacientes Warao que con
preferencia producian citocinas del tipo ThZ2; la
interleucina 4 (IL-4), pero de manera significativa la
interleucina 5 (IL-5) tanto para las 24 como a las 48
horas de cultivo. Los hallazgos nos conllevan a pensar

que el desarrollo de una respuesta del tipo Th2
mediada por la [L-4 e IL-5 puede poner en minusvalia
el desarrollo de la respuesta protectora contra M.
tuberculosis del tipo Thl, lo cual conllevaria a poner
en desventaja a los indigenas Warao para defenderse
de la TB (Giampietro et al., 2010).

FACTORES AMBIENTALES Y ANTROPOZOONOSIS

Los indigenas de las comunidades Warao del Delta
venezolano desde muy temprana edad presentan altas
tasas de infecciones parasitarias; por lo que el
desarrollo de una respuesta principalmente del tipo
ThZ2 desde la infancia pudiera ser un factor que
favorece la susceptibilidad a la infeccion activa por M.
tuberculosis. Existen ademas factores ambientales de
riesgo que podrian predisponer a la contaminacion
con parasitos intestinales a través de las excretas de
los animales que cohabitan con ellos, conduciendo
esto al establecimiento de condiciones
antropozoonoéticas. Esto puede ser explicado debido a
que los individuos utilizan el rio Orinoco como fuente
de agua para sus necesidades basicas; cuando el nivel
freatico del Orinoco desciende a causa de la marea, los
cerdos y perros bajan a alimentarse de los restos
organicos presentes en el suelo. Al subir la marea, los
pobladores de la comunidad utilizan esta misma
fuente de agua, lo que podria traer como consecuencia
la contaminacion accidental por huevos o quistes de
parasitos intestinales, tales como: Toxocara canis y
Ascaris  suum, parasitos de perros y cerdos,
respectivamente (Araujo et al., 2015).

Se determind por serologia la seropositividad de
infeccion por Ascaris suumy y Toxocara canis,
utilizando antigenos de excrecién/secrecion (E/S) de
Ascaris suum (AES) y Toxocara canis (TES), tanto en
indigenas Warao; adultos como nifios pertenecientes
a la comunidad de Murako, la cual tiene la peculiar
caracteristica de que los indigenas de esta comunidad
conviven muy de cerca con perros, pero mas
especialmente con cerdos, los cuales son criados para
venderlos. Los resultados mostraron que entre los
adultos, 44,1% fueron seropositivos para ambos
parasitos (Ascaris suum y Toxocara canis), mientras
que los nifios s6lo mostraron seropositividad a uno u
otro de los helmintos. Adicionalmente a partir de
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células mononucleares de sangre periférica y
utilizando la técnica de la PCR, se evalu6 la respuesta
inmune celular a través del estudio de la expresion de
citocinas: IFN-y, IL-2, IL-6, TGF-B, TNF-a, IL-10 e IL-4.
La cuantificacion de la expresion de las citocinas
mostréo que hubo un significante incremento de una
respuesta inmunitaria celular tipo Th2, la cual estuvo
mediada por el aumento de la expresion de IL-4 entre
los indigenas con seropositividad para los antigenos
TES provenientes de Toxocara canis (Araujo et al.
2015). Estos hallazgos podria sugerir que la alta
incidencia de zoonosis de parasitosis intestinales
podria ser un factor condicionante que favorezca la
susceptibilidad a desarrollar
individuos que habitan en estas comunidades.

TB activa en los

GENETICA E INMUNIDAD

No fue sino hasta después de 1930 que rigurosos
estudios de gemelos proporcionaron fuerte evidencia
de la contribucién de la genética humana al estudio
de la TB. La susceptibilidad Mendeliana a
las enfermedades por micobacterias (SMEM) fue
descrita por primera vez en 1951 por Mimouni y
(Ramirez, 2007).
pacientes con SMEM son altamente susceptibles a
micobacterias poco  virulentas, pero
aparentemente resistentes a muchos otros agentes
infecciosos, con excepcion de Salmonela. Con el
desarrollo de marcadores genéticos altamente
polimoérficos a partir de 1990, el concepto de genes
principales fue aplicado a loci en los estudios de
ligamiento de todo el genoma (Ramirez, 2007).

Los  primeros resultados  sobre
genéticos que son determinantes importantes
de la susceptibilidad a la TB fueron obtenidos con
los antigenos del HLA clase II y la proteina de
macroéfagos asociada a la resistencia natural,
NRAMP1 (SLC11A1), (Delgado et al. 2002). El estudio
de la asociacion de los polimorfismos genéticos que
inciden en los niveles de expresion de las
citocinas reguladoras o no reguladoras, permite
concluir que diferentes alelos inciden de manera
especifica en el desarrollo de la susceptibilidad
genética a la enfermedad; se ha reportado
que la frecuencia de estos polimorfismos

caracterizada desde 1996 Los

son

factores

varia en diferentes pueblos indigenas (Delgado et al.,
2002).

Se comenz6 el estudio para la puesta en evidencia
o no de la existencia de variaciones génicas o
polimorfismos de citocinas asociadas a la resistencia o
no a la infeccion por M. tuberculosis, conocimientos
estos que permitiran con un mayor énfasis demostrar
que los indigenas Warao, son una poblaciéon sensible
de padecer TB. Se estudio6 el Interferon-gamma (IFN-
y), el cual es una citocina importante para la
resistencia a la infeccion por M. tuberculosis; por lo
que las variantes génicas o polimorfismo del gen de
[FN-y podrian estar asociadas con la susceptibilidad
de los indigenas Warao a padecer TB. Se evaluaron las
variantes o frecuencias genotipicas del polimorfismo
del gen de IFN- y (IFN-y+874) en 24 pacientes
indigenas Warao con infeccion activa (TBA) por M.
tuberculosis y 111 controles indigenas Warao (CTRL).
Los resultados mostraron una significativa alta
frecuencia del allelo A entre ambos grupos indigenas
estudiados (homocigoto A/A mutante); TBA (95,8%) y
CTRL (97,3%). Los indigenas portadores del genotipo
homocigoto A/A mutante mostraron un incremento
significativo de riesgo relativo de 3,59. La frecuencia
genotipica de heterocigoto A/T fue de 4,16% para el
grupo TBA y de 0.9% para el grupo CTRL. La
frecuencia genotipica para T/T o silvestre también
estuvo decrecida para el grupo CTRL (1,8%); esta
frecuencia no se observo para el grupo TBA (Araujo et
al. 2017). Adicionalmente se comparo las frecuencias
genotipicas del polimorfismo [FN-y+874 de indigenas
Warao controles con individuos controles caucasicos
o0 mestizos americanos, los hallazgos en relaciéon con
los
mostraron una significativa alta frecuencia génica o
genotipica A/A (97%) en comparacion con los
caucasicos (27%); mientras que entre los indigenas
Warao se observo una disminucion de las frecuencias
genotipicas A/T(1,4%) y T/T (1,4%), en comparacion
con los Caucasicos; 53% y 20%, respectivamente
(Araujo et al., 2017). Hubo concordancia entre la alta
frecuencia genotipica A/A mutante del polimorfismo
[FN-y+874, la cual esta asociada a la baja produccion
de IFN-y y la baja expresion de [FN-y cuantificada por

indigenas Warao homocigoto A/A mutante,
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PCR tiempo real o qPCR (Araujo et al,, 2019). Se ha
reportado que la identificacion de polimorfismos en
las regiones promotoras o de codificacion de los genes
de muchas citocinas y la demostracion de que estos

polimorfismos se asocian con los niveles de
produccion de las mismas con diferentes
enfermedades, deben tomar en cuenta Ila

heterogeneidad genética, la epistaxis, la estratificacion
de la muestra, la seleccion de casos y controles o las
variaciones étnicas. Los polimorfismos en las regiones
de regulacion de los genes de citocinas pueden
influenciar los niveles de transcripcion del gen y han
sido asociados con la susceptibilidad, y/o severidad de
muchas enfermedades (Larcombe et al., 2005).

Se ha postulado que la evolucion del perfil de
citocinas unico pudiera estar asociada a la adaptacion
de los aborigenes a la presion selectiva relacionada con
el ambiente en el cual predominaron las infecciones
por hongos, parasiticas por protozoarios y helminticas.
Estudios sobre enfermedades infecciosas entre las
poblaciones indigenas han sido enfocados en relacion
con factores socioeconémicos, contribuyendo estos a
susceptibilidad o resistencia a las enfermedades,
ejemplo de esto; el excesivo abuso del consumo de
alcohol, la desnutricion, la pobreza, la cual es un
marcador de TB. En la mayoria de estos estudios, las
diferencias genéticas entre las poblaciones son
anunciadas como factores contribuyentes en la
susceptibilidad o resistencia a las enfermedades; sin
embargo, las bases de esta disparidad o diferencias
genéticas permanecen inexploradas (Larcombe et al.,
2005; Tollefson et al., 2013; Praga Longhi et al., 2013;
Cormier et al., 2019; Basta et al., 2019). Razones estas,
por la que seguimos investigando en este campo de la
variacion génica o polimorfismo de citocina y/o
receptor que pudieran estar asociados a la alta
susceptibilidad a la infeccion por M. tuberculosis entre
los indigenas Warao.

BIOMARCADORES Y DIAGNOSTICO DE

TUBERCULOSIS

Los hallazgos previos en relacion con optimizar el
diagnostico de la TB, nos convencieron de que
debiamos continuar en el estudio de la respuesta
inmunitaria humoral con la finalidad de desarrollar

métodos mas econdémicos que ayudaran a mejorar la
precision diagnostica de la TB en la poblaciéon indigena
Warao; tanto en adultos y nifios con métodos con altas
sensibilidades y especificidades de manera de poder
realizar un diagnoéstico serolégico rapido de TB,
especialmente en aquellos casos que son baciloscopia
negativos.

El equipo de la Unidad de Investigacion Médica de
Zacatecas en Meéxico con la que tenemos una
cooperacion cientifica, en hallazgos previos con
humanos del analisis del Transcriptoma mediante el
uso de la plataforma GeneSpring ® (Agilent®, USA),
mostraron la seleccién de 108 genes relacionados con
la respuesta inmune innata que discriminan entre
individuos con infeccion latente, con respecto a
individuos con TB activa, usando individuos sanos
como grupo control (Lopez et al., 2018); sin embargo,
se seleccionaron 10 genes por su capacidad de
expresarse a nivel de proteinas en suero mostraron
altos niveles de sensibilidad y especificidad en
ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR
tiempo real o qPCR, y en particular, cuatro de ellos;
uPAR, sCD14, MMP-9 y CXCL9/MIG, mediante
ensayos de ELISA, fueron capaces de diferenciar las
muestras de suero de enfermos, de las de sujetos
sanos, demostrando que estas moléculas son buenos
candidatos a biomarcadores para diagnosticar TB
activa en suero de humanos o por poner en evidencia
la expresion génica de estos genes (Lopez et al., 2018).

Se llevo a cabo un estudio que con la finalidad de
encontrar herramientas rapidas y utiles para el
diagnoéstico de TB, y utilizando la técnica de la
Reaccion en Cadena de Polimerasa o PCR en tiempo
real (qPCR), se evalu6 la expresion relativa de
biomarcadores de la respuesta de inmunidad innata
como; Interferon gamma (IFN-y), Receptor para
(lipopolisacarido) (CD14s),
Metaloproteinasa de matriz o gelatinasa B (MMP-9),
Receptor CC5, el cual reconoce quimiocinas CXC tales
como MIP-1a, RANTES y MIP-1B (CCR5), Eotaxin,
quimiocina CC involucrada en la sefializacion a través
del receptor CCR3 (CCL11), Monocina humana
inducida por IFN-y (CXCL9/MIG) y Receptor activador
del plasminogeno tipo urokinasa (UPAR/PLAUR).

endotoxina soluble
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A partir de células de sangre periférica de indigenas
Warao en condiciones de estimulaciéon (E) con una
mezcla antigenos de M. tuberculosis (ESAT-6, CFP10,
y TB7.7), y en condiciones sin estimulaciéon (NE), con
la finalidad de determinar el poder discriminatorio de
estos biomarcadores entre los grupos de: Casos de
indigenas Warao con infeccion activa por M.
tuberculosis (TBA), indigenas con infecciéon latente
(TBL) e indigenas controles no infectados (CTRL). Los
resultados de las medianas e Inter Quartile Ranges
(IQR) de la expresion génica relativa de los
biomarcadores mostraron, niveles significativamente
altos de MMP9 entre los grupos TBL-NE y TBL-E en
comparacion con los grupos CTRL-NE y CTRL-E;
mientras que niveles significativamente bajos de
CCR5 fueron encontrados en el grupo TBL-E en
comparacion con ambos grupos controles; CTRL-NE y
CTRL-E. Se observaron niveles significativamente
bajos CCL11 en el grupo TBL-E en comparaciéon con el
grupo CTRL-NE. Los hallazgos mostraron que el
biomarcador MMP9 tiene poder discriminatorio de
diagnostico entre los indigenas TBL y los CTRL;
mientras que CCR5, CCL11, CD14 e IFN-y no
diferencian los indigenas Warao con infeccién activa
por M. tuberculosis (TBA) o latente (TBL) de los
indigenas no infectados (CTRL).

El MMP9 como un potencial biomarcador de la
deteccion de casos de infeccion latente puede ser ttil
para detectar los casos nuevos de infeccion en las
comunidades endémicas Warao con alto riesgo de
desarrollar TB (Araujo et al.,, 2019). La identificacion
de biomarcadores y la demostracion de que estos se
asocian con los niveles de produccion de los mismos
en diferentes enfermedades deben tomar en cuenta la
heterogeneidad genética, la cual existe entre los
pueblos indigenas. En este contexto, entre los
hallazgos encontrados en la poblacion mexicana, en
comparacion con los indigenas Warao, se evidencio
diferencias en los resultados; el biomarcador MMP9
mostré tener poder discriminatorio de diagnostico
entre los indigenas Warao TBL y los CTRL; mientras
que para la poblacion mexicana, este biomarcador
junto con uPAR, sCD14, y CXCL9/MIG fueron capaces

de diferenciar enfermos con TB, de un grupo
infectados por M. tuberculosis con infeccion latente o
de sujetos sanos (Araujo et al., 2019).

Seguimos en la basqueda de encontrar métodos
serologicos con alta precision diagnoéstica de TB entre
los indigenas Warao; estamos
desarrollando con el Dr. Manuel Alfonso Patarroyo de
la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia en
Bogota (FIDIC), métodos serologicos utilizando
péptidos sintéticos de dos antigenos del bacilo M.
tuberculosis, 5 péptidos del antigeno ESAT-6 y 17
péptidos del componente A del antigeno 85 (Ag85A).

con ese fin,

CONCLUSIONES

De manera resumida se muestran los resultados
obtenidos que nos han permitido avanzar, entender y
conocer que existen factores determinantes de riesgo
tanto inmunogenéticos como ambientales que estan
contribuyendo a que permanezca una alta prevalencia
de TB entre los indigenas del pueblo Warao. El interés
de establecer y dar a conocer estos factores
determinantes de riesgo, esta en el hecho de que las
autoridades de salud central y local se sientan
motivadas a tomar las medidas necesarias para
mejorar el control de la TB entre estas comunidades
indigenas. Estas investigaciones pueden ayudar a
mejorar la calidad de vida de los indigenas Warao, si se
toman medidas preventivas como la educacion
comunitaria en salud; e intervenciones necesarias,
como son las de realizar pesquisas activas de casos con
los métodos tradicionales, microbioldgico, clinico y
epidemiolégico; pero también con  métodos
adicionales, suficientemente sensibles y especificos,
asi como rapidos, que puedan garantizar el corte de la
transmision de la infeccion. La obtencién de
financiamiento para investigacion en salud del pueblo
Warao, redunda en mejorar los niveles de salud y
calidad de vida, que les permita impulsar libremente
su destino social y politico, para garantizar la
supervivencia de las actuales y futuras generaciones.

Finalmente, como recomienda la Organizacion
Mundial de la Salud en estrategias para terminar con
la TB. Para el control de los factores determinantes de
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la TB, es necesario considerar no solamente las
politicas establecidas y los sistemas de proteccion,
sino también tomar acciones sobre la proteccion en
salud y la reduccion de la pobreza. Esta combinacion
puede incidir en la disminucion de inequidades en
salud y la carga de TB entre los indigenas del mundo
(WHO, 2015).
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RESUMEN

El Laboratorio de Tuberculosis del Instituto de Biomedicina, se activo desde el afio
1996, esta enfocado al diagnoéstico, la docencia e investigacion. Se atiende al
publico en general y a los pacientes del Hospital Vargas para descartar Tuberculosis
pulmonar, extra-pulmonar y la Micobacteriosis. Se capacitan al personal de
bioanalisis y microbidlogos en las técnicas del diagnostico, se reciben estudiantes
nacionales e internacionales de medicina, biologia y bioanalisis para elaboracién de

tesis de pre y postgrado y conjuntamente se realizan sus respectivas
investigaciones. Mas de 100 publicaciones internacionales reflejan estas
investigaciones. Adema4s, en conjunto con los estudiantes del ultimo ano de la

Escuela de Medicina Dr. José Maria Vargas de la Universidad Central de Venezuela,
atendemos poblaciones rurales, sobre todo el pueblo indigena Warao, del Delta
Amacuro. El presente trabajo es un resumen de la situacion actual de TB en
Venezuela, las actividades de diagnoéstico del Laboratorio y las investigaciones
ejecutadas en los ultimos 20 afios.

Palabras clave: Tuberculosis; Micobacteriosis; diagnostico;

adenosina deaminasa; incidencia; investigacion operacional; Venezuela.

THE LABORATORY OF TUBERCULOSIS AT THE “INSTITUTO DE
BIOMEDICINA “DR. JACINTO CONVIT”; 20 YEARS OF DIAGNOSIS AND
INVESTIGATION

ABSTRACT

The Laboratory of Tuberculosis at the “Instituto de Biomedicina” is active since
1996 and focused on diagnosis, teaching and research, specially in Tuberculosis and
Mycobacteriosis. Access to the lab is for the general public and patients
hospitalized in Hospital Vargas. In addition, the department provides training for
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bioanalysts and microbiologists in diagnostic techniques.
National and international medicine students, biology and
biochemistry students prepare their pre- and postgraduate
thesis and conduct research in the laboratory. More than
100 publications show the results of this research.
Moreover, together with the medical students of the
“Escuela de Medicina Dr. José Maria Vargas” of the
Universidad Central de Venezuela, the laboratory attends
the Warao people in the State of Delta Amacuro. The
current review is a summary of the actual situation of TB in
Venezuela, the diagnostic activities of the Laboratory and
also a summary of the investigation carried out in the last
20 years.

Keywords: Tuberculosis; Mycobacteriosis; diagnosis;

adenosine  deaminase; incidence; operational
research; Venezuela.
INTRODUCCION
La Tuberculosis (TB) es wuna enfermedad

infectocontagiosa causada porel Mycobacterium
tuberculosis. Es una enfermedad con una morbilidad y
mortalidad considerable y representa una amenaza a
la salud publica mundial y nacional. El Laboratorio de
Tuberculosis del Instituto de Biomedicina “Dr. Jacinto
Convit” fue creado en 1996 con un aporte del Banco
Mundial como una herramienta de apoyo asistencial
en el diagnoéstico e investigacion para la lucha contra
la TB. Actualmente es uno de los laboratorios que
lidera el diagnoéstico de la enfermedad en la region
central del pais.

El laboratorio consta de dos lineas de trabajo
complementarias entre si. La primera corresponde al
diagnostico de TB y la segunda al diagnoéstico de
micobacteriosis, definido
producidas por mico bacterias atipicas. Ademas, el
laboratorio tiene caracter de docencia y se reciben
estudiantes que deseen pasantias o
investigaciones para su trabajo especial de grado.
Desde su fundacién, se dedicaba mayormente a la
investigacion mas que al area asistencial por la poca
afluencia de pacientes.

Los libros de diagnoéstico muestran que en el afio
2002 solamente se recibieron aproximadamente 1650

como infecciones

realizar

pacientes para descartar TB. Sin embargo, con el pasar
de los afos la afluencia de pacientes se fue
incrementando y en el ano 2019 recibimos mas de
5500 pacientes para descartar TB. Consecuentemente
el diagnostico consume mas tiempo y la investigacion
paso al segundo plano por falta de personal. En el
presente trabajo se describira la situacion de la TB
durante el periodo 2015-2019, la experiencia y
técnicas en el manejo del diagnostico de la TB en el
laboratorio. Adicionalmente se discute brevemente las
publicaciones mas importantes del laboratorio en las
cuales se reflejan las otras actividades como el
diagnostico y la investigacion en micobacteriosis, la
atencion primaria y la investigacion en poblaciones
indigenas. Es importante subrayar que la investigacion
que se desarrolla en el laboratorio es de tipo
operacional; investigacion que apoya a reconocer un
problema de salud y busca una solucion.

EPIDEMIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS
La TB representa un problema de salud puablica a

nivel mundial. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) estim6 que 10 millones (9-11 millones) de
personas se enfermaron de TB en 2018 con una
morbilidad que se sitta a nivel mundial de 130 casos
por cada 100.000 habitantes. Ademas, se estima que
en el mismo afio 1,2 millones (intervalo de 1.1-1.3
millones) de personas murieron por TB entre personas
VIH negativas y otras 251.000 muertes (intervalo
223.000-281.000) entre personas VIH positivas (WHO,
2019).

Las estrategias mas importantes para controlar la
TB, es la deteccion temprana y el apropiado
tratamiento de casos infecciosos, para asi romper la
cadena de transmision. Tanto a nivel internacional
como nacional es el diagnostico temprano en el cual
los paises estan fallando. Se estima que solamente
diagnosticamos el 70% de los casos nuevos a nivel
mundial y alrededor de un 30 % de los casos de TB
incidente no son detectados. Esto deja una brecha de
aproximadamente 3 millones de personas con TB
alrededor del mundo sin un diagnéstico. Este sub-
diagnostico es considerable y deja la enfermedad sin
control. Esto se debe principalmente a la deficiencia
en el diagnostico de TB en los laboratorios. Los
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Figura 1. Nimero de casos totales de TB, TB pulmonar y TB extrapulmonar (casos total - casos pulmonar) reportados por la OMS para Venezuela

INCIDENCIA DE LA TUBERCULOSIS EN VENEZUELA
NUMEROS DE CASOS TOTALES DE TB, TBCY TBE
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laboratorios estan sobrecargado de trabajo, mal problemas socio-econbmicos 'y  sanitarios, 'y

equipados, el personal no esta bien capacitado y /o no
utilizan las técnicas adecuadas.

TUBERCULOSIS EN VENEZUELA

En Venezuela, el deterioro de las condiciones
socioecondmicas y la deficiencia en los programas de
control han favorecido el incremento de la TB. Segtin
datos reportados por la OMS la incidencia de TB en
Venezuela estaba bajando desde 1993 hasta 2015 con
un minimo histérico en el ano 2015 con 7136 nuevos
casos y una incidencia de 23,7 casos por cada 100.000
habitantes. A partir de este afio hay un repunte y en el
afio 2018 hubo 11.017 nuevos casos registrados, con
un incremento del 55 % y con una incidencia de 38,1
casos por cada 100.000 habitantes (WHO, 2020). Esta
tendencia indica un empeoramiento progresivo en el
manejo de la TB en el pais (figura 1). El repunte
probablemente esta relacionado con el comienzo de la
recesion econémica en el afio 2013, que condujo a

consecuentemente en un incremento de la pobreza; es
claramente conocido que la TB se encuentra asociada
a la pobreza.

EL DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS EN EL
INSTITUTO DE BIOMEDICINA “DR. JACINTO CONVIT”

El diagnostico minimo de la TB que exige la WHO
para los laboratorios son la baciloscopia (BK) y el
cultivo (De Waard et al., 2007; Teran et al.,, 2015). Para
el diagnostico no usamos técnicas moleculares.

Baciloscopia (BK)

Es la coloracion de Zielh-Neelsen de un esputo de
un paciente sospechoso de TB y posteriormente la
deteccion de las micobacterias con el microscopio; la
base de deteccion de TB desde hace mas de 100 afios,
y actualmente auin es el estudio principal en sitios con
presupuestos limitados.
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El cultivo

Sigue siendo la prueba “Gold estandar” para el
diagnostico de TB. El cultivo permite detectar a
pacientes con TB de baja carga micobacteriana,
teniendo un limite de deteccion de 100 bacilos/ml de
muestra, ademas permite estudiar la farmaco
resistencia, aislar micobacterias atipicas y la
epidemiologia molecular.

Es importante subrayar que la baciloscopia no
diferencia entre las especies de micobacterias que se
pueden dividir en dos grandes grupos; las del Complejo
Mycobacterium tuberculosis, las cuales causan TB y las
micobacterias atipicas que también infestan al pulmoén
y tejido blando, causando lo que llamamos
“Micobacteriosis”. Para esta diferenciacion se necesita
el cultivo. El procedimiento mas utilizado para cultivar
muestras clinicas es el método de Petroff que consiste
en la digestién y descontaminacién de muestras de
esputo para posteriormente sembrarla en medios de
cultivo. No obstante, es un método engorroso, que
requiere mas de 30 minutos de centrifugacion y
realizar el procedimiento
bioseguridad con un personal técnicamente calificado.

Es por ello, que en el laboratorio se utiliza el método
de Kudoh, un método alternativo, rapido que dura
aproximadamente 3 minutos en el procesamiento. La
evaluacion de ambos métodos, demostré6 que el
método de Kudoh es tan sensible como el método de
Petroff, y por lo tanto representa una alternativa
valiosa para el proceso de digestion-descontaminacion
en el diagnoéstico de TB pulmonar (Jaspe et al., 2009).
Este método permite procesar diariamente cualquier
cantidad de muestras.

en una cabina de

Usamos medios so6lidos a base de huevo para sembrar
muestras clinicas.

Determinacion de la Actividad de Adenosina
Deaminasa (ADA).

Para el diagnoéstico de formas extra-pulmonar (TBE)
como la TB pleural, meningea, pericardica y peritoneal,
usamos la determinacion de la actividad de la enzima
adenosina deaminasa (ADA) en los liquidos biologicos;
una prueba rapida, de bajo costo, con una alta
sensibilidad y especificidad. Recibimos una variedad
de liquidos como: cefalorraquideo, pleural, ascitico y

pericardico. El ADA suele aumentar en pacientes con
TB. En el laboratorio se realiz6 un estudio que
determind, una sensibilidad y especificidad de 89% y
85% respectivamente para el diagnostico de TB
pleural, obteniendo resultados similares a estudios
internacionales, y soportando asi esta prueba como
una herramienta diagnostica alternativa de TB pleural.
Para aumentar la capacidad diagnostica del ADA, esta
determinacion se integra a un algoritmo que toma en
cuenta la clinica, el citoquimico y citomorfologico del
liquido biologico, conllevando esto casi en su
totalidad, a un diagnoéstico definitivo.

La prueba intradérmica de tuberculina
Consiste en colocar una inyecciéon intradérmica de

derivado proteico purificado (PPD) en la parte anterior
del antebrazo, y si ha habido exposicion al
microorganismo, se desarrollard una reaccién de
hipersensibilidad retardada 'y aparecera una
induracion a las 48-72 horas. Esta prueba presenta
limitaciones ya que no discrimina entre una infeccion
latente de una infeccién activa. Sin embargo, la
usamos para detectar la infeccion latente en pacientes
que por inmunosupresion (inducido) necesitan
quimioprofilaxis para evitar el desarrollo de una
infeccion activa. Anualmente ponemos unas 1.000
dosis de PPD a pacientes VIH positivos y pacientes de
Dermatologia que estan entrando en un tratamiento
con inmunosupresores por largo tiempo por ejemplo
por sufrir de psoriasis. El laboratorio produce PPD para
el control de TB en el ganado. Como se sabe, la TB es
una zoonosis y el bovino puede estar infectado con M.
bovis. La deteccion de esta infeccion es por medio del
uso de tuberculina PPD bovina.

Métodos de biologia molecular en el laboratorio

Las micobacterias que se aislan en el laboratorio se
les aplica biologia molecular. La identificacion de las
micobacterias de complejo M. tuberculosis (M.
tuberculosis, M. bovis y BCG) se basa en determinar la
presencia o ausencia de regiones de diferencias en el
cromosoma de las micobacterias con una simple PCR
de punto final. Las micobacterias atipicas se
identifican con una técnica llamada PRA, que
involucra una PCR como primer paso seguido del uso
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de enzimas de restriccion sobre el fragmento que fue
amplificado y posteriormente el analisis de los
fragmentos resultantes. Las técnicas como IS6110
fingerprinting, MIRU-VNTR y spoligotyping se usan
para estudiar la epidemiologia molecular de la TB (de
Waard et al., 2007; Teran et al., 2015).

EL APORTE DEL LABORATORIO DE TUBERCULOSIS
COMO CENTRO DE REFERENCIA NACIONAL EN EL
DIAGNOSTICO DE TB

Desde los dltimos anos, el laboratorio ha
representado un rol protagénico en el diagnostico de
TB en la region central del pais (Distrito Capital y
estado Miranda) debido a la disminucién de los
servicios de diagnostico por parte de la red publica
sanitaria y el aumento de casos en el pais.

En el Laboratorio de Tuberculosis durante el
periodo 2016-2019 se han procesado 20.585 muestras
de pacientes con TB a descartar, de los cuales 6578
pacientes han sido diagnosticados con TB por BK y/o
cultivo o ADA. El laboratorio en el afio 2018
diagnostico aproximadamente el 52,8% de los casos en
la region central y 15,39 % de la TB a nivel nacional.
Los datos del laboratorio y el Programa Nacional de
Control de Tuberculosis en los diagnoésticos de TB
extra- pulmonar registrados en DC y el estado Miranda
en el 2018 nos ensefian que una parte importante (un
57%) de la TB extra-pulmonar que diagnosticamos no
esta registrado en el Programa Nacional de Control de
Tuberculosis (tabla 1). Probablemente estos pacientes
estan registrados como TB pulmonar o no reciben
tratamiento a pesar de ser diagnosticados. La mayoria
son casos de pleuritis tuberculosa (TB pleural). Esta
diferencia de registro esta en investigacion.

Micobacteriosis

Adicionalmente al diagnostico de TB cada ano
recibimos unos 400 pacientes con sospecha de una
infeccion con micobacterias atipicas y aislamos unas
150 micobacterias. Los pacientes son referidos sobre
todo por el servicio de Dermatologia provenientes de
casos de infecciones en tejido blando posterior a
trauma o intervenciones quirtrgicas (cirugia plastica).
Todos los aislamientos se identifican a nivel de

especies para poder iniciar un tratamiento especie
especifico.

Para la identificacion usamos técnicas de biologia
molecular, se realiza PCR para amplificar un fragmento
especifico del genoma de las micobacterias atipicas y
enzimas de para
polimorfismo en este fragmento, lo cual permite la
identificacion.

restriccion determinar un

RECOMENDACIONES PARA EL FORTALECIMIENTO
DEL DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS Y LA
INVESTIGACION EN EL LABORATORIO

En los tltimos afios el laboratorio ha tenido déficits
en personal y equipamiento. La crisis econémica no ha
permitido que el laboratorio pueda actualizarse y
trabajar al 100% y en
recomendaciones de la WHO. El laboratorio realiza una
parte importante del diagnoéstico de TB vy
Micobacteriosis en el pais, y es por ello la importancia
del mejoramiento de los métodos, equipos y
capacitacion del personal. A continuacion se describen
la situacion actual del laboratorio y la recomendacion
para el fortalecimiento del diagnostico en el mismo.

acuerdo con las

Microscopia

Actualmente contamos con
convencional. Para el diagnéstico de TB la WHO
recomienda el uso de un microscopio fluorescente
para aumentar la sensibilidad del diagnostico.

microscopia

Pruebas de resistencia

Deberian ser pruebas de rutina para todos los
pacientes con un cultivo positivo. Sin embargo, el
laboratorio no las realiza. Para estas pruebas se usan
equipo llamado Gene Expert, que determina la
resistencia a rifampicina, una droga clave en el
tratamiento e indicador de resistencia multidroga. Hay
una necesidad urgente de que este tipo de equipo sea
incorporado al laboratorio y asi aumentar ain mas
la capacidad diagnostica.
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Tabla 1. Casos totales de TBP y TBE. Se muestra el total de casos reportados en Venezuela durante el periodo de estudio, en los estados Miranda y Distrito

Capial. Ademas, se presentan los casos reportados por el laboratorio.

Casos de TB en Venezuela Casos de TB en DC y Edo Casos del Labora‘Forio de
Miranda Tuberculosis
Total de
Ario TBP TBE casos TBP TBE Total de casos TBP TBE Total de casos
2016 7016 1181 8197 1795 501 2296 432 747 1179
2017 9435 1212 10647 2241 536 2777 906 798 1704
2018 9602 1415 11017 2516 691 3207 610 1086 1696
2019 N/A N/A N/A N/A  N/A N/A 909 1090 1999
Cultivos liquidos Personal

En la actualidad en otros paises, los medios solidos
fueron desplazados por medios liquidos, los cuales
brindan una mejor sensibilidad (hasta un 20 % de
incremento en la positividad) y disminuyen el tiempo
de crecimiento de las micobacterias de 10-14 dias. En
medios solidos, puede durar hasta 8 semanas antes
que haya un crecimiento mico-bacteriano (M. bouvis).
La WHO recomienda ambos medios, sélidos y liquidos
para el cultivo primario de las micobacterias.

Q-PCR

Todavia trabajamos con un equipo de PCR punto
final. El equipo de Q-PCR que no solamente detecta la
presencia de ADN en muestras sino que también
cuantifique la cantidad de ADN presente en una
muestra y registre los procesos de amplificacion en el
PCR. Es la “ultima” tecnologia y debe ser incorporado
en los PCRs de rutina en el laboratorio.

Tuberculina PPD
En Europa y los EEUU la prueba de tuberculina PPD

ya fue reemplazada por la prueba de interferon
gamma. Es urgente que vayamos hacia ese mismo
camino; reemplazar la prueba de tuberculina por la
prueba de interferén gamma o la aplicacion de ambas
pruebas para tener un mejor diagnoéstico de pacientes
infectados con TB, asi se puede evitar un sobre-
tratamiento o sub-tratamiento de pacientes
infectados por TB con todas las consecuencias que
conlleva.

La emigracion laboral de profesionales en
Venezuela ha tenido un impacto de importancia al
funcionamiento del laboratorio. Desde el afio 2014
aproximadamente 15 profesionales han emigrado; con
formacion en el laboratorio, son profesionales que
después de su tesis de grado se quedaron trabajando
en el mismo, y luego han salido para ejercer o avanzar
en sus estudios en otros paises. La Universidad
Central de Venezuela contribuye al laboratorio con la
contratacion de un profesor de dedicacion exclusiva,
cuando el laboratorio aporta un promedio de 7
publicaciones anual en revistas indexadas en Scopus,
es un aporte en desequilibrio con la produccion
cientifica. La produccion cientifica es uno de los
pilares que da un ranking a la Universidad y su
prestigio internacional.

PRODUCTIVIDAD DEL LABORATORIO

El laboratorio de tuberculosis, desde sus inicios, ha
ejecutado diferentes proyectos de investigacion de
tipo operacional e investigacion que debe aportar a
mejorar el diagnoéstico y el control de TB, mico-
bacteriosis y otras infecciones respiratorias en
Venezuela. Desde el afio 2000 se han generado mas de
100 publicaciones en revistas internacionales, de las
cuales unas 35 han sido de alto impacto y citadas
desde 20 hasta 250 veces en otras publicaciones.

Una de las primeras publicaciones de nuestro
laboratorio se enfoco en la prevalencia de TB en nifios
del pueblo indigena Warao, la poblacion indigena que
habita en el Delta Amacuro. Se encontr6 una
prevalencia de TB del 5%, una de las prevalencias mas
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alta a nivel mundial registrada en nifios (Fernandez de
Larrea et al., 2002). Con la colaboracién de estudiantes
de la escuela de Medicina José Maria Vargas, el pueblo
indigena Warao ha permanecido alo largo de los afios
como objeto de atencion primaria y de investigacion.
Asistimos en el diagnoéstico de TB, HIV, hepatitis B en
esta poblacion, siempre trabajando desde la atencion
primaria, atendiendo los problemas de salud de este
pueblo. Conjuntamente con grupos de estudiantes, se
ha determinado la situacion sanitaria precaria que vive
el pueblo indigena Warao, mostrando que mas de 40%
de los niflos no llega a la edad de 5 afios como
consecuencia de infecciones respiratorias y por
diarrea (Villalba et al., 2013).

También en este pueblo indigena, fue estudiada la
primera aplicacion de la vacuna contra neumococos
PCV 13, en Venezuela y su efecto sobre la prevalencia
de ciertos serotipos de S. pneumoniae mostrando que
la vacuna puede proteger a los nifios del pueblo
indigena Warao contra la neumonia causada por
neumococos (Rivera-Olivero et al., 2007; Verhagen et
al.,, 2016; Vergahen et al., 2017). Concerniente a
Hepatitis y HIV en el pueblo indigena Warao se
realizaron diversas investigaciones que captaron la
atencion internacional (Rangel et al., 2015; Villalba et
al., 2013; Rangel et al., 2012). Por ejemplo se encontro
una frecuencia extremadamente alta de cepas VIH
tipo CXCR4 circulando entre los Warao en
comparacion con las cepas de VIH-1 que infectan a la
poblacién criolla, la cual hace que el pueblo indigena
Warao sea mas sensible a la infeccion y al progreso a
SIDA.

Concerniente a TB y la epidemiologia (molecular)
junto con un grupo de investigadores internacionales
se han descritos genotipos de M. tuberculosis que se
han distribuido en el pueblo indigena Warao, en la
poblacion criolla y en el mundo, lo que demuestra su
gran capacidad de adaptacion a las diversas
poblaciones (Filliol et al., 2003; Diaz Acosta et al.,
2019; Abadia et al, 2009; Maes et al., 2008). El
objetivo de estas investigaciones fue encontrar cepas
mas virulentas, o factores de virulencia, determinar la
presencia de brotes y evaluar la calidad de programas
de control de TB. Se determinaron que la mayoria de

los venezolanos estan infectados con LAM y LAM
RioDR, cepas probablemente introducidas desde
Espafna y Portugal y que se han “adaptado” a la
poblacion criolla.

Sobre el diagnoéstico de TB, un estudio de
importancia, fue la evaluacion de un método de
cultivo denominado el método de Kudoh. Esta
metodologia ahora nos permite procesar mas de 30
muestras clinicas por dia, algo casi imposible con las
técnicas tradicionales (Jaspe et al., 2009). También la
introduccion de la determinacion de ADA en muestras
clinicas como liquido pleural, ascitico, pericardico y
cefalorraquideo nos ha ayudado a mejorar
enormemente el diagnostico de formas de TB extra
pulmonares. Una publicacion sobre el impacto de esta
prueba en el diagnostico de TB en Venezuela esta en
proceso y sera publicada al finalizar el afio. Gracias a
la gran experiencia que el laboratorio tiene en el
diagnéstico de TB nos han invitado a escribir diversas
revisiones y capitulos de libros sobre el diagnostico (de
Waard et al., 2007; Teran et al., 2015).

El trabajo conjunto con dermatologia ha rendido
muchos frutos. En el afo 2004 “descubrimos” que
infecciones en tejido blando posterior a
intervenciones quirtargicas fueron causadas por

micobacterias no  tuberculosas, popularmente
llamadas micobacterias atipicas. Este
“‘descubrimiento” abri6 una nueva linea de

investigacion en lo cual ayudamos, en establecer un
diagnostico correcto para los médicos Dermatologos,
y asi poder iniciar un tratamiento adecuado. Hemos
estudiado los brotes causados por estas infecciones
por el uso de productos contaminados y mala
desinfeccion y esterilizacion en varios procedimientos
como: cosméticos, cirugia plastica o acupuntura
(Rivera-Olivero et al., 2006; Piquero et al., 2004,
Torres-Coy et al, 2016; Torres-Coy et al., 2017,
Guevara-Patifio et al., 2010). Describimos una nueva
especie de micobacteria, aislada de un paciente de
Dermatologia que ahora lleva el nombre M.
cosmeticum (Cooksey et al., 2004). También
estudiamos procesos de desinfeccion y esterilizacion,
mostrando la deficiencia en Venezuela sobre la
clasificacion de desinfectantes, y las que causan la
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mayoria de las infecciones con micobacterias. Las
micobacterias son sumamente resistentes a procesos
de desinfeccion, requiriendo desinfectantes de
alto nivel (Bello et al., 2006; Bello et al., 2008). Un
estudio, ademas sugiere que un producto casero
como vinagre resultd ser un mejor desinfectante
que muchos productos que se
presentan en el mercado venezolano como un
desinfectante de alto nivel (Cortesia et al., 2014).

comerciales

FUTURAS INVESTIGACIONES

En los proximos afos nuestra investigacion se
dedicara sobre todo al mejoramiento del diagnostico
de TB. Estamos en este momento evaluando una nariz
electronica, que huele la TB. En conjunto con un
grupo en los EEUU, usamos la deteccion de LAM, un
componente que forma parte de la pared de M.
tuberculosis para el diagnoéstico de TB. Una simple
muestra de orina puede ser la muestra de eleccion en
un futuro para diagnosticar la TB (Scientific reports,
publicacion  aceptada). grupos de
investigacion internacional estamos desarrollando

Con otros
algoritmos clinicos e inmunolégicos para mejorar el
diagnostico de TB infantil, una prioridad de
investigacion segtn la OPS.

Ya hemos determinado que la biologia molecular,
especificamente la transcripcion de ciertos genes,
puede ayudar en el diagnéstico de TB en nifios
(Verhagen et al., 2013) y queremos profundizar esta
investigacion en un futuro cercano. Recientemente
mostramos que el agua de los servicios odontologicos
en Venezuela estd contaminada con micobacterias
atipicas pacientes
odontolégicos (Perez-Alfonzo et al., 2020; Castellano
et al., 2020). desarrollando y
evaluando nuevos desinfectantes que puede atacar la
biopelicula en estos sistemas de agua para hacer que
ésta en las sillas odontoldgicas sea segura en los
tratamientos de los pacientes. Por supuesto el
desarrollo de trabajos de investigacion en el futuro se
realizara conjuntamente con los estudiantes de
pregrado 'y posgrados aumentando la capacidad
investigativa del laboratorio pero también para

causando infeccion en

Estamos

divulgar nuestro conocimiento y preparar un nuevo
relevo de investigadores.

CONCLUSIONES

El Laboratorio de Tuberculosis ha mostrado en sus
20 anos de trabajo que se puede combinar la atencion
al pablico y el diagnéstico de tuberculosis con la
investigacion. Estar en la investigacibn nos ha
permitido actualizarnos constantemente lo cual ha
aportado un mejoramiento en el diagnostico y en la
atencion al puablico. Ademas, la elaboracion de
numerosas publicaciones, que involucran estudiantes
de pre y postgrado, han permitido ir aumentando el
prestigio de nuestro laboratorio pero también la
formacion de nuevos profesionales.
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Melasma en mujeres latinas y
caucasicas de Venezuela
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europeos) correspondieron a los fototipos Il y III mientras que las latinas
(hispanas con mezcla indigena y/o afro-descendencia) a los fototipos IV y V. Se
evalu6 la presencia de melasma (manchas marrones), vascularizacion de las
lesiones (areas rojas) y signos de fotoenvejecimiento (arrugas, elasticidad de la
piel y distenciéon del poro facial) mediante VISIA, evaluacién clinica, ecografia y
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(p<0,005). Se encontré una asociacion entre antecedentes de alergia y melasma
solo en mujeres caucasicas (p=0,002). La vascularizacion de las lesiones fue mas
significativa en mujeres latinas (p<0,05). El uso de protector solar y la practica
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MELASMA IN LATIN AND CAUCASIAN WOMEN OF VENEZUELA

ABSTRACT

The presence of melasma was evaluated in 870 women (25-45 years) from
medium-high socioeconomic level. Patients' facial skin was examined by digital
photographic recording using the VISIA system and photo type (I-VI) was
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determined. Women with Caucasian skin (of European father
and mother) corresponded to photo types Il and III, while
Latinas (Hispanics with indigenous and / or Afro-descendant
mix) to photo types IV and V. Melasma (brown spots), lesion
vascularization (red areas) and signs of photo aging (wrinkles,
skin elasticity and facial pore distension) (VISIA) , clinical signs,
ultrasound and thyroid hormone profile were evaluated
Melasma was higher among women of Latino descent
(p<0.0001). Wrinkles, loss of elasticity and facial pore distention
were more frequent (p<0.0001) in Caucasian women. Loss of
skin elasticity was associated with the development of melasma
in Caucasian women (p=0.0002) but not in Latinas. The
frequency of pregnancy, thyroid disorders, and contraceptive
use was associated with melasma in both groups (p<0.005). An
association between allergy antecedents and melasma was
found only in Caucasian women (p=0.002). Vascularization of
the lesions were more significant in Latin women (p<0.05). The
use of sunscreen and physical were protective factors. Thus,
the frequency of melasma is higher in Latino women, differing
the characteristics and risk factors of those of Caucasian origin,
which is important to define treatment protocols.

Keywords: Caucasian women; Melasma; skin elasticity; Thyroid
disorders; Contraceptives.

INTRODUCCION

El color normal de la piel viene determinado por la
actividad de los melanocitos los cuales se localizan
en la capa basal de la epidermis y en la parte inferior
de los foliculos pilosos. Estas células sintetizan
melanina, un pigmento cuya funcion principal es la
absorcion de la radiacién ultravioleta. También se
encuentran melanocitos en el oido interno, el iris y
coroides asi como en el sistema nervioso central y en
el corazon humano (Handel et al., 2014; Vashi y
Kundu, 2013). La sintesis de melanina, se efectia en
los melanosomas, organelos intracitoplasmaticos de
la familia de los lisosomas (Montaudié et al.,, 2014;
Vashi y Kundu, 2013). Este proceso comprende una
serie sucesiva de reacciones, catalizadas por
diferentes enzimas que transforman la tirosina en
melanina. La melanina producida puede ser de dos
tipos, la eumelanina y la feomelanina que se
distribuyen en proporciones diferentes en el ser
humano. La eumelanina es una melanina de color
marréon o negro y de peso molecular elevado,
insoluble en la mayoria de disolventes. La
feomelanina se caracteriza por un color amarillo
anaranjado y es soluble en las bases (Cichorek et al.,
2013). Estos dos pigmentos se derivan de un precursor

comun, la dopaquinona, que deriva de la oxidacion de
la tirosina por la enzima tirosinasa. La via de sintesis
de la eumelanina y de la feomelanina es diferente. La
sintesis de la eumelanina (eumelanogénesis) requiere
ademas de la tirosinasa de la presencia de otras tres
enzimas, la proteina relacionada a la tirosinasa- 1
(TYRP1), la proteina relacionada a la tirosinasa- 2
(TYRP2) y la dopacromotautomerasa (DCT), mientras
de de la
(feomelanogénesis) requiere la incorporacion de
derivados azufrados (Cichorek et al., 2013; Handel et
2014; Montaudié et al, 2014).
eumelanina/feomelanina esta determinada por la

que la via sintesis feomelanina

al., La relacion
actividad de las enzimas de la melanogénesis y la
disponibilidad de tirosina o de compuestos azufrados.
La melanogénesis se lleva a cabo tras la activacion del
gen MITF (factor de transcripcion asociado a la
microftalmia), responsable de la sintesis de tirosinasa,
de TRP1 y de TRP2. El MITF es esencial para el
desarrollo embrionario y la viabilidad postnatal de los
melanocitos (Cichorek et al., 2013). El color natural de
la persona puede variar en un individuo bajo la
influencia de los rayos UV que favorece la
eumelanogénesis.

En respuesta a la radiacion UV los melanosomas son
transportados  desde

queratinocitos en donde se van a ubicar encima del

los melanocitos a los
ntcleo a fin de proteger su material genético de los
efectos nocivos de la radiacion UV. Bajo la accion de
los rayos UV aumenta la sintesis de eumelanina y se
acelera su paso hacia los queratinocitos (Handel et al.,
2014; Montaudié et al., 2014). Este proceso es una
respuesta adaptativa del organismo a la exposicion
prolongada al sol. La melanina tiene una funcion foto-
protectora importante. Absorbe mas del 90% de los
rayos UV que han atravesado la capa coérnea. Sin
embargo, alrededor del 15% de los rayos UVB llega
hasta la capa basal de la epidermis y el 50% de los
rayos UVA alcanza la dermis. Los rayos UVB inducen
la formacién de dimeros en las cadenas de acido
desoxirribonucleico (ADN), lo cual da lugar a defectos
metabodlicos que conducen al envejecimiento
cutaneo, muerte celular o mecanismos de replicacion
alterados dando lugar al cancer. Los rayos UVA,

durante mucho tiempo fueron considerados como
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inofensivos pero también tienen efectos perjudiciales,
debido a la produccion de radicales libres y de
dimeros de pirimidinas (Costin y Hearing, 2007). La
eumelanina tiene un poder fotoprotector superior al
de la feomelanina. Es capaz de absorber los fotones
emitidos y de captar los radicales libres generados en
las células por las radiaciones UV, impidiendo el dafio
al ADN y protegiendo asi la piel de los efectos nocivos
de las radiaciones UV (Handel et al., 2014).

Dentro de los desérdenes que conducen a la
hipermelanosis, el melasma es el mas frecuente y se
produce por un trastorno funcional a nivel de la
melanogénesis. Se caracteriza por la presencia de
manchas irregulares medianamente simétricas,
afectando principalmente zonas expuestas a la luz
solar como la frente, mejillas y el area bajo la nariz
(Passeron y Picardo, 2018). El melasma es clasificado
histopatolégicamente como epidérmico, dérmico y
mixto, segin la ubicacibn de Ila melanina.
Frecuentemente en el 70% de los casos se observa
sobrecarga  pigmentaria en los melanocitos,
queratinocitos y capa espinosa (melasma epidérmico),
en 10-15% actimulos melanicos en la dermis, algunos
fagocitados por macréfagos (melasma dérmico) y en el
20% hay pigmento tanto en epidermis como en
dermis (melasma mixto) (Passeron y Picardo, 2018).
Por la distribucién anatémica de las lesiones, hay tres
patrones clinicos de melasma: a) centrofacial, que
ocurre en 64% de los casos e involucra mejillas,
frente, labio superior, nariz y mandibula; b) malar, que
ocurre en 27% de los casos y esta limitado a mejillas y
nariz, y c¢) patron mandibular, que esta presente en
9% de los casos e involucra las ramas de la mandibula.
Estas caracteristicas suelen comprobarse mediante
lampara de Wood o por estudio histopatologico (Suggs
et al., 2018). Estudios histopatologicos han revelado
que la piel afectada presenta mayor numero de
melanocitos y mayor actividad de las enzimas
melanogénicas a diferencia de la piel no afectada de la
misma paciente (Smit et al, 1998). En esta zona
ademas existe un aumento de la vascularizacion asi
como elastosis solar y cambios en la membrana basal
atribuibles a dafo actinico (Kwon et al., 2018; Park y
Kang, 2018).

En cuanto a los factores de riesgo asociados a la

presencia de melasma  se encuentran el sexo
femenino, el estar entre la tercera y cuarta década de
la vida (Park y Kang, 2018), el embarazo (con una
prevalencia de aproximadamente 15% entre mujeres
gestantes) (Goglia et al.,, 2014), el uso de hormonas
femeninas estrogénicas, progestagénicas o mixtas
(Cestari et al., 2009). La radiaciéon solar constituye un
factor desencadenante y agravante (Cestari et al,
2017) de hecho, la mayoria de los casos se inician en
verano, o empeoran tras exponerse al sol siendo el uso
de bloqueadores solares un factor clave en su
tratamiento. Otros factores encontrados son el
componente genético el uso de algunos cosméticos
petroleo,
fenitoina, y el estrés emocional (Handel et al., 2014,
Park y Kang, 2018). Se ha reportado también

relaciones entre el melasma con enfermedades

derivados del ciertas drogas como la

tiroideas (Rivera et al., 2015; Rostami Mogaddam et al.,
2015). Ha sido reportado que el melasma es una
enfermedad propia de regiones con mayor exposicion
solar como América del Sur y Asia en las que
predominan fototipos oscuros y que a la vez poseen
bajo nivel socioecondémico. Sin embargo existe escasa
informacion sobre la prevalencia o la incidencia de
esta condicién en dichas regiones (Cestari et al., 2017;
Rivera et al., 2015).

Venezuela, como otros paises latinoamericanos, es
un pais multi étnico en donde conviven diferentes
desde
caucasica, afrodescendientes, indigenas con o sin

grupos étnicos blancos de ascendencia
mestizaje y en gran parte latinos. Los latinos
grupo que
principalmente Centroamérica, Sudamérica y parte de
las islas caribefias. Este grupo étnico esta compuesto

por el mestizaje de diversas poblaciones que incluyen

constituyen  un étnico abarca

indigenas, nativos, descendientes africanos y
europeos, principalmente espafioles (Ferrandiz, 2011).
Como resultado de esta combinacién se distinguen
distintos tonos de piel en paises latinoamericanos
incluyendo desde el fototipo II al fototipo VI (Narea et
2015).

principalmente a los fototipos IV y V (Davila, 2018)

al., La piel de los latinos corresponde

Desde el punto de vista dermatologico esta situacion

representa  un reto, necesitando  directrices

particulares de diagnostico y tratamiento, asi como de
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las alteraciones que se producen en pacientes con
distintos tipos de piel. Si bien se ha reportado que la
piel latina es menos susceptible a las arrugas y mas
propensa a las manchas durante el proceso de foto-
2017),
en donde se

envejecimiento (Cestari et al, no existen

trabajos previos haya descrito
cuantitativamente las diferencias en cuanto a la
presencia de melasma de la piel en mujeres latinas
comparadas con aquellas de origen caucésico,
viviendo en condiciones socio ambientales similares.
Tampoco sobre las posibles diferencias en los factores
de riesgo que promueven la aparicion del melasma
entre estos grupos. En este sentido, el objetivo de este
trabajo fue comparar los factores de riesgo para
melasma entre mujeres Venezolanas de origen latino y
aquellas de ascendencia caucasica del mismo grupo

etario y nivel socioeconémico similar.
MATERIALES Y METODOS

Se llevo a cabo el estudio en un grupo no seleccionado
de 870 pacientes de sexo femenino entre 25 y 45 anos
de edad, que acudio a la consulta de la Unidad Médico
Estética Laser (UNIMEL) en Caracas, Venezuela, desde
Septiembre de 2012 a Septiembre de 2016. Se obtuvo
consentimiento informado siguiendo los lineamientos
del Protocolo de Helsinki (Manzini, 2009) para el
registro fotografico y publicacion de los datos. Se
consideraron criterios de exclusion la supresion
de

fotosensibilidad, diagnéstico de enfermedad vascular

inmunologica, antecedentes personales

del colageno y un periodo de tiempo < 6 meses
después del uso de productos para aclarar la piel.

Evaluacién de la piel de las pacientes

Se evaluo la piel del rostro de las pacientes mediante
registro fotografico digital utilizando el sistema VISIA
(VISIA  Complexion Analysis (Canfield Scientific,
Fairfield, NJ, EE.UU) y se determin6 el fototipo (I- VI).
Para el proposito de este trabajo se evalud la presencia
de de
extension variable) y areas rojas que corresponden a

melasma (manchas marrones definidas
trastornos vasculares en la lesion en las pacientes. Se
utilizo el VISIA para evaluar también otros signos de

foto envejecimiento como tersura de la piel, presencia

de arrugas y tamano del poro. Ademas de la
informacion proporcionada por el registro fotografico,
el sistema VISIA compara automaticamente el area,
oscuridad y heterogeneidad de las manchas de un
determinado paciente con una escala de percentiles,
construida a partir de parametros ideales con piel sana
de una poblaciéon de individuos del mismo sexo, edad
y tipo de piel. El percentil 100 corresponde a una piel
sin manchas y/o tersa, sin poros distendidos y sin
arrugas. El percentil 1 corresponde a una piel con
diferencias marcadas en la homogeneidad del color de
la piel y/o la presencia de manchas marrones oscuras
que difieren en extension caracteristicas del melasma,
asi como de areas rojas correspondientes a trastornos
vasculares de la piel o al de una piel arrugada con
mucha pérdida de elasticidad y/o poros dilatados. Para
la evaluacion, se limpi6 la piel de las pacientes con un
removedor de maquillaje facial suave antes de obtener
la imagen. Las imagenes fotograficas se capturaron
con luz estandar, polarizada cruzada, polarizada en
paralelo y ultravioleta. Las imagenes se tomaron en
dos vistas de primer plano diferentes (lateral derecho
37°, lateral izquierdo 37°) para cada paciente.

Determinacién de los factores de riesgo para el
melasma

La evaluacién clinica incluyé un cuestionario de
habitos personales (consumo de cigarrillos, ingesta de
alcohol, exposicion al sol, ejercicio fisico, uso de
protector solar), antecedentes clinicos incluyendo uso
de de
antecedentes hipertension,

anticonceptivos, = numero embarazos,
de diabetes,

previas antecedentes personales y familiares de alergia

cirugias

y antecedentes familiares de melasma. Los trastornos
hormonales fueron evaluados mediante ecografia y
perfil hormonal tiroideo.

Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realizd6 utilizando el
programa comercial GraphPad Prism version 5 (San
Diego, California USA). Las proporciones de pacientes
con o sin melasma entre mujeres caucasicas y latinas
se compararon utilizando la prueba de Fisher con dos
colas, calculandose el riesgo relativo con un Intervalo
de Confianza de 95%. Para conocer la influencia de
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distintos parametros socio-ambientales y clinicos
sobre la presencia de melasma se realiz6 un analisis
correlativo no paramétrico utilizando la prueba de
Spearman con un Intervalo de Confianza de 95%.

RESULTADOS

Se consideraron latinas aquellas pacientes de
ascendencia espafola con mestizaje indigena y/o
africana. De ascendencia caucasica aquellas pacientes
europeas o hijas de padre y madre europeos, los cuales
representan una proporcion significativa de los
habitantes de la ciudad de Caracas (Tarver Denova y
Frederick, 2005).
478 respondieron al perfil de latinas y 392 al de
de

correspondieron a los fototipos Il y III mientras que

Del total de pacientes evaluadas,

caucasicas. Las mujeres origen caucasico
las latinas (hispanas con mezcla indigena y/o afro-
descendencia) a los fototipos IV y V. No hubo
pacientes que correspondieran a las caracteristicas de
los fototipos I o VI, segin datos proporcionados por el
sistema VISIA.

El examen de la piel segin VISIA reveld que la
frecuencia de pacientes con lesiones caracteristicas de
melasma (manchas marrones) en el grupo de pacientes
evaluadas fue significativamente mayor (p>0,0001)
entre mujeres de ascendencia latina, con fototipos [V
y V, la observada en las de
ascendencia 1,

considerandose asi la “piel latina” como un factor de

comparada con
caucasica con fototipos I 'y

riesgo importante en el desarrollo de melasma entre
mujeres Venezolanas (figura 1).

Se evaluaron también signos de foto envejecimiento
tales como pérdida de la elasticidad, aumento en el
tamano del poro y presencia de arrugas faciales. En la
figura 2 se observa que el grupo de mujeres latinas se
ubic6d en percentiles mas elevados en la escala del
VISIA en estos parametros (H de Kruskal Wallis: 218;
p<0,0001). La aplicacion posterior de la prueba
multiple de Dunn revel6 diferencias significativas en
las medianas de los valores de los percentiles
reportados por el VISIA para la presencia de arrugas
faciales (p<0,0001); elasticidad de la piel (p<0,0005) y
distencion del poro facial (P<0,0005) entre mujeres
latinas y caucasicas (figura 2).
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Figura 1. Prevalencia de melasma en un grupo de
pacientes venezolanas segun procedencia étnica.
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Figura 2. Mediana de los valores en el foto envejecimiento
en mujeres venezolanas latinas y caucdsicas.

En la tabla I se observa la influencia de distintos
factores en la presencia de melasma en el grupo de
mujeres latinas y el de caucasicas. Las comparaciones
se realizaron utilizando la prueba de correlacion de
Spearman entre la ubicacion en la escala de
percentiles del VISIA de cada paciente para manchas
marrones (caracteristicas de la presencia de melasma)
con la presencia o ausencia del factor socio ambiental.
Los resultados muestran que en las mujeres
caucasicas el habito de fumar (p=0,041) y los
de (p=0,038)

significativamente en la presencia de melasma. En

trastornos suefio influyeron
cambio, en las mujeres latinas ninguno de estos

factores tuvo influencia sobre la presencia de
melasma (tabla I).

En la tabla II se comparan algunos hallazgos clinicos
que previamente se han asociado a la presencia de
melasma en mujeres Venezolanas (Rivera et al., 2015).

Para examinar la relacion entre pérdida de la elasticidad
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Tabla I. Factores socioambientales que influyen en la
aparicion del melasma en mujeres venezolanas.

Tabla Il. Hallazgos clinicos que influyen en la aparicion de
melasma en mujeres venezolanas.

Caucasicas Latinas
N 104 228
Habito de Fumar
Spearman r 0,372 0,187
Valor p (2 colas) 0,041 0,232
Significance = Ns
Ingesta de licor
Spearman r 0,042 0,104
Valor p (2 colas) 0,847 0,628
Significancia Ns Ns
Ingesta de café
Spearman r 0,324 0,374
Valor p (2 colas) 0,106 0,185
Significancia Ns Ns
Trastornos del suefio
Spearman r 0,456 0,330
Valor p (2 colas) 0,038 0,106
Significancia * Ns

de la piel y melasma se compararon las ubicaciones en
la escala de percentiles del VISIA de las pacientes para
manchas marrones con la de tersura de la piel. Se
observo que en las mujeres caucasicas el antecedente
de alergia se asoci6 significativamente (p=0,028) a la
presencia de melasma mientras que los mismos no
influyeron (p=0,128) en la aparicion de estas manchas
en mujeres latinas. La presencia de trastornos
tiroideos, el numero de embarazos y el uso de
anticonceptivos influyeron significativamente en la
aparicion del melasma independientemente de la
ascendencia y tipo de piel de las pacientes (Tabla II).
En cuanto a los factores protectores, se encontrod
una asociacioén negativa significativa entre el uso de
protector solar y la practica de ejercicio fisico en el
gimnasio cubierto, con la aparicion del melasma
indicando el rol protector de estos factores en todas
las pacientes independientemente del tipo de piel

(Tabla III).

Caucasicas Latinas
N 104 228
Hipertensién
Spearman r 0,271 0,05
Valor p (2 colas) 0,458 0,946
Diabetes
Spearman r 0,278 0,195
Valor p (2 colas) 0,224 0,387
Antecedentes de asma,
rinitis, dermatitis atopica
Spearman r 0,532 0,332
Valor p (2 colas) 0,028 0,128
Antecedentes quirdrgicos
Spearman r 0,168 0,083
Valor p (2 colas) 0,454 0,711
Trastornos tiroideos
Spearman r 0,562 0,521
Valor p (2 colas) 0,005 0,0024
N de embarazos
Spearman r 0,534 0,523
Valor p (2 colas) 0,005 0,004
Uso de anticonceptivos
Spearman r 0,572 0,561
Valor p (2 colas) 0,005 0,002
Vascularizacion de la
lesién (manchas rojas)
Spearman r 0,439 0,634
Valor p (2 colas) 0,032 0,0012
Elasticidad de la piel
Spearman r 0,588 0,2211
Valor p (2 colas) 0,004 0,1243

DISCUSION

Las hiperpigmentaciones adquiridas son uno de los
principales motivos de consulta dermatolégica en
(Cestari et al, 2009). Su dificil
tratamiento y el efecto negativo que tienen en la

América Latina
calidad de vida resaltan la importancia de su

diagnostico y efectividad del tratamiento. Los
resultados de este trabajo indican que en un grupo de
adultas jovenes (25-45 anos) Venezolanas, la aparicion
de melasma es mas frecuente entre mujeres de

ascendencia latina con fototipos [V y V que en las mujeres
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Tabla lll. Factores protectores frente al melasma segun
el tipo de piel en mujeres venezolanas.

Caucasica Latina
M 104 228
Ejercicio fisico
Spearman r -0,892 0,776
Valor p (2 colas) < 0,0001  0,0002
Significancia EE EE
Uso de protector
solar
Spearman r -0,591 0,432
Valor p (2 colas) 0,005 0,003
Significancia EE wE
Uso de
emolientes
Spearman r -0,112 0,338
Valor p (2 colas) 0,549 0,071
Significancia Ns Ns

de ascendencia caucasica con fototipos Il y III, aunque
pertenezcan al mismo grupo etario y vivan en
condiciones socio-ambientales similares, confirmando
estudios previos en otros paises latinoamericanos
(Cestari et al., 2017; D’Elia et al., 2017).

En este trabajo se encontré que las mujeres de
ascendencia caucasica aunque menos susceptibles a la
son mas

presencia de melasma, propensas a

desarrollar otros signos tempranos de foto-
envejecimiento tales como arrugas faciales, distensiéon
del poro facial y pérdida de la elasticidad de la piel. En
ellas, la aparicion de melasma se asocio a la pérdida de
piel del

histopatolégicos en pacientes con melasma han

elasticidad de la rostro.  Estudios

demostrado que la elastosis solar favorece la
expresion de moléculas senalizadoras involucradas en
el proceso de la melanogénesis en los melanocitos asi
como la liberacién de citocinas estimuladoras de la
sintesis de melanina en los fibroblastos (Kang et al,
2002). Ademas las alteraciones en la membrana basal
foto

envejecimiento, facilitan la migraciéon de melanocitos

que ocurren durante el proceso de
activos hacia la dermis (Kang et al., 2002). Trabajos
previos en otros paises han reportado también que la
elastosis solar en mujeres jovenes es mas frecuente

entre las de ascendencia caucasica (Osborne et al.,

2018; Vashi et al, 2016). Asi en el grupo de mujeres
caucasicas el melasma se desarrolld posiblemente
como parte del proceso de envejecimiento prematuro
de la piel por exceso de exposicion al sol. Se encontro
ademas en este grupo de pacientes que
antecedentes de alergia influyeron también a la
aparicion de melasma. En este sentido, se ha descrito

los

que el factor de crecimiento de los mastocitos
promueve la melanogénesis en la epidermis (Lee,
2014; Passeron y Picardo, 2018). Ademas, la histamina
liberada por los mastocitos se une a sus receptores en
los melanocitos e induce la sintesis de melanina. Este
mecanismo ha sido demostrado en la urticaria
pigmentosa y en otros trastornos pigmentarios
ocasionados por exposicion a la luz solar (Lee, 2014). A
su vez es conocido el hecho de que la actividad de los
mastocitos en piel es mayor en personas alérgicas
(Theoharides et al., 2015) y se ha detectado un mayor
namero de mastocitos en lesiones de melasma
(Hernandez-Barrera et al.,, 2008). Sin embargo, no ha
sido estudiado si una mayor reactividad cutanea
frente a la histamina en mujeres atopicas se relacione
con la aparicion del melasma, aunque como se
menciono, las mujeres caucasicas son mas sensibles a
desarrollar elastosis solar, condicién que favorece la
expresion del receptor para el factor de crecimiento
en los mastocitos y su consecuente capacidad para
liberar histamina (Passeron y Picardo, 2018). La
aparicion de melasma en este grupo se encontro
también asociada a factores relacionados al stress
tales como el habito de fumar y trastornos de suerfio.
El stress por diferentes causas ha demostrado ser un
factor desencadenante del melasma (Cestari et al.,
2009; Verma et al., 2015) aunque no se han reportado
trabajos que indiquen que las mujeres caucasicas sean
mas vulnerables al stress que las latinas.

A diferencia de lo observado en el grupo de mujeres
de ascendencia caucasica, el grupo de latinas, con
fototipos IV y V, mostraron una piel menos arrugada,
con poca distencion del poro facial y con menos
pérdida de elasticidad. Se ha reportado que la dermis
de la piel de individuos de fototipos oscuros, es mas
gruesa y compacta que la de la piel blanca. Ademas,
existen evidencias de que los tipos de piel mas oscura
tienen mas capas de células cornificadas y un mayor
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contenido de lipidos en comparacion con el estrato
corneo de la piel blanca. Presenta un mayor nimero
fibroblastos, de mayor tamano, mas nucleados y haces
de fibras de colageno mas pequefios (Fajuyigbe y
Young, 2016; Vashi et al, 2016). Todas estas
caracteristicas probablemente contribuyen a la menor
incidencia de arrugas faciales y elastosis como
respuesta al dafo solar que se observa en mujeres con
pieles mas oscuras comparada con las mujeres
caucasicas. Sin embargo como se senald, las latinas
son mas susceptibles a desarrollar melasma. Las pieles
oscuras, caracteristicas en la mujer latina, presentan
melanosomas mas grandes y con una ubicaciébn mas
dispersa, comparados con los de las pieles mas claras
en donde los melanosomas son mas pequefos y se
encuentran agregados (Fajuyigbe y Young, 2016). Ha
sido ampliamente aceptado que el contenido de
melanina y el patron de dispersion melanosomal en
las pieles de fototipos oscuros es una adaptacion para
conferir  protecciobn contra el envejecimiento
acelerado inducido por la radiaciéon ultravioleta (UV)
tropicos.  Sin
caracteristicas  proporcionan

en los embargo, aunque estas

proteccion
muchos efectos dafiinos de los rayos UV (Vashi et al.,

contra

2016), resultan en una mayor vulnerabilidad a los
trastornos pigmentarios, como se evidenci6 en el
grupo de mujeres latinas de este estudio. En este
sentido el analisis transcripcional en lesiones de
melasma en pacientes femeninas ha mostrado la sobre
de
transcripcion asociados a la metalogénesis tales como
TYR, MITF y TYRP1 (Kang et al, 2011). Es necesario
puntualizar que la pigmentacion cutanea constitutiva

estimulacion de varios genes vy factores

es un rasgo poligénico. En los ultimos anos, ha sido
identificado un numero significativo de genes y las
variantes alélicas que afectan diferencialmente la
pigmentacion de la piel humana en diferentes grupos
étnicos, incluyendo TYr y TYRP1 (Del Bino et al,
2018).

Se encontrd una influencia marcada de la presencia
de trastornos tiroideos, nimero de embarazos y uso de
anticonceptivos en la aparicion del melasma
independientemente del tipo de piel, confirmando los
resultados de trabajos previos realizados en pacientes

con melasma en Venezuela (Rivera et al., 2015) y en

otros paises de Latinoamérica (Cestari et al., 2017). La
presencia de areas rojas en las lesiones de melasma
revela un incremento en el numero de vasos
sanguineos en las lesiones pigmentadas de melasma
en los dos grupos. Trabajos previos han sefialado un
aumento de hasta 68% de los vasos sanguineos en la
dermis de las lesiones de melasma (Arellano, 2017;
Park y Kim, 2017). Seria necesario estudiar con mayor
profundidad alteraciones en la vasculatura dérmica
en pacientes con melasma tanto en latinas como en
caucasicas de tal manera de tratar estas lesiones
tomando en cuenta el componente vascular. Es
importante que los resultados del trabajo sefialan la
importancia del uso de protectores solares y la
practica rutinaria del ejercicio para prevenir la
de de

independientemente del tipo de piel o ascendencia

aparicion lesiones melasma
étnica de las pacientes.

Los resultados de este trabajo sugieren que la
procedencia étnica es un factor importante en la
etiologia del melasma. Los cambios estructurales en
la piel en respuesta a la exposicion del sol fueron
distintos en mujeres de origen latino comparados con
los de las de ascendencia caucasica. Resultados
similares se han obtenido en trabajos anteriores en
donde comparando la piel de mujeres chinas y francesas
caucasicas, que no diferian significativamente en la
exposicion solar a largo de su vida, se observd que
aunque se retrasa la aparicion de arrugas en las
mujeres chinas, la pigmentacion de las manchas es
mucho méas intensa y prevalente en las mismas
comparado con las caucasicas (Nouveau-Richard et
al., 2005).

Surge asi la necesidad de trabajos de corte
epidemiologico mas extensos para confirmar estos
hallazgos y desarrollar protocolos de tratamientos
adecuados a cada tipo de piel. También es necesario
estudiar con mayor profundidad las diferencias en los
mecanismos moleculares involucrados en el
desarrollo de melasma en pacientes que difieren en el

tipo de piel dependiendo de su ascendencia étnica.
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RESUMEN

El lupus eritematoso sistémico (LES) es el prototipo de enfermedad autoinmune
sistémica. Sus manifestaciones pueden ser muy variadas y afectar
practicamente la totalidad de los tejidos y 6rganos. Se ha podido comprobar la
existencia de distintos subgrupos clinico-biolégicos dentro de la misma
enfermedad, que dependen de la edad de inicio, sexo, nimero de 6rganos o
grado de afectacion organica, presencia de enfermedad autoinmune asociada,
positividad de determinados anticuerpos, cambios hormonales como pubertad o
embarazo y la asociacion con eventos estresantes cruciales en la vida de los
pacientes. Los factores genéticos confieren una predisposicion al desarrollo del
Lupus eritematoso sistémico (LES), causando una respuesta inmune aberrada.
También cambios epigenéticos: fumadores, medicamentos, exposicion a la luz
ultravioleta, que se superponen a factores genéticos produciendo cambios en
personas susceptibles. El diagnostico clinico debe ser necesariamente apoyado
por diversas pruebas de laboratorio, principalmente los auto anticuerpos (auto
Ac), como el anticuerpo antinuclear (AAN), anti ADN. .

Palabras Clave: lupus; autoinmunidad; anticuerpos antinucleares; epigenética;
enfermedad sistémica.

LUPUS ERYTHEMATOSUS ANTINUCLEAR ANTIBODIES ANA, ANTI DNA, ANTI
RNP, ANTI Sm

ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is the prototype of systemic autoimmune
disease. The manifestations can be very varied and affect practically all the
tissues and organs. It has been possible to verify the existence of different
clinical-biological subgroups within the same disease, which depends on the age
of onset, sex, number of organs and degree of organic involvement, presence of
associated autoimmune disease, positive of certain antibodies or hormonal
changes such as puberty or pregnancy and the association with crucial stressful
events in the lives of patients. Genetic factors confer a predisposition to the
development of systemic Lupus erythematosus (SLE), causing an aberrated
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immune response, also epigenetic changes: smokers,
medications, exposure to ultraviolet light that overlap with
genetic factors causing changes in susceptible people. The
clinical diagnosis must necessarily be supported by various
laboratory tests, mainly auto antibodies (auto Ab), such as anti-
nuclear antibody (ANA), anti DNA.

Keywords: lupus;, autoimmunity;
epigenetic; systemic disease.

antinuclear antibodies;

INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes son un grupo
complejo y heterogéneo de patologias, resultado de
la interaccion entre factores genéticos, epigenéticos,
inmunologicos y medioambientales. Cerca del 5% de
la  poblacion mundial se ve afectada por
enfermedades autoinmunes o6rgano-especificas vy
sistémicas (Lleo et al., 2010).

Basados en diferentes modelos de predictibilidad,
la presencia de un determinado auto Ac en un
individuo posee un rol importante en la evoluciéon de
las diferentes enfermedades autoinmunes (Lleo et al.,
2010; Tobén et al., 2012)

La Consulta de Lupus FEritematoso LE y otras
enfermedades del tejido conectivo del Instituto de
Biomedicina Dr Jacinto Convit - Hospital Vargas de
Caracas, fue creada en el afio 1989, con el fin de
cubrir una necesidad de nuestros pacientes en el
estudio, diagnostico y tratamiento de las diversas
colagenopatias. Entendiendo la complejidad de este
universo de enfermedades autoinmunes, se plantea
la necesidad de constituir un equipo de especialistas
multidisciplinario incluyendo a la Dermatologia,
Medicina Interna e Inmunologia. Sumando
progresivamente especialistas en Patologia Bucal. En
la actualidad se controlan en esta consulta alrededor
de 400 pacientes con un franco predominio en el
género femenino de 6:1.

Ante la sospecha diagnéstica de LE sistémico (LES)
debe realizarse en todos los pacientes: una historia
clinica y exploracion fisica completa. Analitica
general: VSG, hemograma completo, bioquimica
estandar (glucosa, creatinina, BUN, é&cido drico,
colesterol, triglicéridos, GOT, GTP, GGT, FA,
bilirrubina, LDH, CPK, proteinas, albumina, sodio,
potasio, calcio y fosforo, pruebas de coagulacion (PT,
PTT) sedimento urinario y proteinuria en 24 h. La

determinacion de anticuerpos antifosfolipidicos:
VDRL, anticuerpos anticardiolipinas (AAC), anti p 2
glicoproteina [, se indica en pacientes con alta
sospecha de sindrome antifosfolipidico (con clinica
caracteristica de trombosis y abortos espontaneos a
repeticion).

El perfil inmunolégico basico realizado en nuestros
pacientes consiste en: anticuerpos antinucleares
(AAN), anticuerpos anti-ADN, anticuerpos contra
antigenos extraibles del nucleo anti-ENA: Sm, RNP,
Ro, La, fracciones C3, C4 y CH50 del complemento y
determinacion de factor reumatoide.

Los auto Ac encontrados en las enfermedades
autoinmunes son el resultado de errores en los
de
considerable en los autoantigenos por alteracion en
los mismos mecanismos. Dentro del gran abanico de

mecanismos regulacion o de un aumento

auto Ac estudiados, en la practica clinica estos tienen
importante  rol como  marcadores de
autoinmunidad y de diagnéstico. De este grupo de
pruebas, muy pocas son indicadores de actividad del

un

LES. Como lo son los anticuerpos anti-ADN de cadena
doble (ADNcd) (Aggarwal, 2014).

ANTICUERPOS ANTINUCLEARES (AAN)

Se presentan en el suero de pacientes con
enfermedades de origen inmunoloégico, como LES,
sindrome de Sjogren (SS), esclerodermia sistémica
progresiva (ESP) y polimiositis (PM). Hargraves y
colaboradores, en 1948, describieron en la médula
6sea de una paciente con LE, la célula LE y su relaciéon
con el LES. 10 afios mas tarde Kunkel, demuestra que
la presencia del fenémeno LE era debida a la
interaccion de factores séricos, anticuerpos y
determinados elementos nucleares antigénicos como
el ADN (Fernandez el al., 1976; Fong el al., 1989).

La deteccion de las células LE fue durante mucho
tiempo una prueba utilizada para confirmar el
diagnéstico de LES. Sin embargo, afios después, se
demostrd su baja especificidad, ya que pueden estar
presentes en pacientes con artritis reumatoide (25%),
SS (15-20%), cirrosis hepatica (33%), hepatitis
cronica activa (50-70%) y en otras enfermedades
como miastenia gravis y purpura trombocitopénica

idiopatica (1-2%,). Friou y colaboradores utilizaron la
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inmunofluorescencia  indirecta  (IFI) para la
identificacion clasica de AAN, lo que inicié una nueva
era de correlaciones clinico-serolégica en las
enfermedades sistémicas autoinmunitarias como el
LES (Bolognia et al., 2004).

La presencia de AAN puede ser detectada en
diferentes enfermedades autoinmunes, asi como
también en personas sanas. Sin embargo, el grupo
donde han alcanzado mas significacion, tanto por su
mayor porcentaje de positividades como por sus
implicaciones clinicas es en las enfermedades
sistémicas autoinmunes del tejido conectivo y en
particular en el LES, la esclerodermia, las miopatias
inflamatorias idiopaticas, el SS y la enfermedad mixta

del tejido conectivo (EMTC).

Deteccion y significado de los AAN

La deteccion de los AAN identifica anticuerpos
presentes en el suero, que se unen a autoantigenos
del ntcleo de las células de los mamiferos. Las
técnicas actualmente utilizadas, en la mayoria de los
laboratorios clinicos, usan como sustrato lineas de
células tumorales humanas, las Hep-2. Los auto Ac se
conjugado
fluorocromo especifico contra la inmunoglobulina

detectan mediante anti-suero con
humana (el anticuerpo) que se une al nacleo de las
células, el sustrato. Las técnicas iniciales utilizaban las
células de roedores, desconociéndose para ese
momento que el nicleo de éstas carece de algunos de
los autoantigenos presentes en el de las células
humanas. Como consecuencia, algunos de los sueros
de pacientes con LES, especialmente los que
contenian auto AC anti-Ro, eran negativos en las
pruebas de AAN al utilizar células de roedores. En la
actualidad, usando como sustrato lineas de células
humanas tumorales como Hep-2, solo el 1-2% de los
pacientes con LES tienen falsos negativos de AAN
(Bolognia et al., 2004).

La identificacion de los AAN se utiliza para el
diagnostico de LES, siendo la sensibilidad del 98% y la
especificidad del 90%. Sin embargo, en individuos no
seleccionados, el valor predictivo positivo es del
30-40%, mientras que el valor predictivo negativo es
> 99%. Aproximadamente dos tercios de los AAN

positivos que se ven en la poblacion general no se

asocian a LES y solo un porcentaje bajo de personas con
AAN negativos padecera LES.

La presencia aislada de AAN, sin manifestaciones
clinicas acompafiantes no puede utilizarse como
criterio diagnostico, so6lo indica la necesidad de un
seguimiento estricto del paciente (Pisetsky, 2019).

Valores de AAN

“anormales”
El titulo de AAN que se considera anormal, varia

“normales” frente a

considerablemente segun el método que se use para
realizar e interpretar la prueba. Los equipos comerciales
mas utilizados actualmente en los laboratorios
consideran positivos (anormal) los titulos de 1:40 o
1:80 (intentando conseguir de esta manera una alta
sensibilidad a la hora de detectar enfermedades
autoinmunes). Sin embargo, con estos cortes tan bajos
se generan muchos resultados positivos sin significado
clinico. Numerosos estudios han comparado los valores
presentados por una poblacion con LES con los de un
grupo control y han demostrado que un titulo de
1:160, utilizando como sustrato una linea de células
tumorales humanas, tiene poca utilidad. Algunos
individuos sanos pueden presentar niveles “anormales”
de AAN.

Aproximadamente el 5% de los individuos y jovenes
sanos presentan un titulo igual o mayor de 1:80. Los
titulos de AAN superiores a 1:80 se consideran como
un resultado positivo. Titulos altos (> 1:640) son
sugestivos de LES. La solicitud de la prueba se debe
sustentar con la sospecha clinica. Los AAN, por si
solos, no deben usarse como prueba de cribado de las
colagenopatias. En los pacientes con sintomatologia
autoinmune poco definida, los AAN positivos no
constituyen un elemento decisivo para el diagnostico

(Pisetsky, 2019).

Significado clinico de los patrones de IF de
los AAN

La positividad de los AAN se manifiesta con
diferentes patrones de IF nuclear, como son: homogéno

o difuso, periférico o en reborde, nucleolar,

centromérico y moteado (Bolognia et al., 2004).
» Patron homogéneo: se caracteriza por una tinciéon
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homogénea en el nucleo, cuya intensidad puede
variar dependiendo de la concentracién de los
anticuerpos presentes en el suero (Bolognia et al.,
2004).
- Patrén de AAN periférico (en reborde): Con tincion
regular alrededor del nucleo, sugiere la presencia
de anticuerpos contra el ADNcd, indicativos de
LES (Bolognia et al., 2004).

Patrén de fluorescencia nuclear centromérico:

especifico de los anticuerpos que se unen a

los componentes de  polipéptidos de los
centrobmeros cromosomicos por ejemplo CENP-B.
Estos anticuerpos se producen sobre todo en

los pacientes con esclerodermia sistémica (Bolognia
et al., 2004).

+ Patrén nucleolar: se encuentra en auto Acs contra
moléculas procesadoras de ARN ribosomal como
la fibrilarina, y puede asociarse a la presencia
de esclerodermia (Bolognia et al., 2004).

- Patréon moteado a titulo alto: sugiere la presencia de
Ac

presente

auto contra la ribonucleoproteina
(RNPUT) superposicion  de

enfermedades autoinmunitarias del tejido conectivo

en la

como ocurre en la EMTC. También se asocian a
auto Acs anti-ENA (Ro/SSA, La/SSB, Sm, RNP,
Scl-70 y Mi-2) (Bolognia et al., 2004).

Técnicas utilizadas para la deteccion de auto Ac

En el diagnostico de las enfermedades autoinmunes
la deteccion de auto Acs es de gran utilidad,
permitiendo identificar por variadas técnicas los
diversos antigenos especificos reconocidos. Este tipo
de técnicas han evolucionado de manera importante
en las ultimas décadas, desarrollandose cada vez
pruebas con mayor especificidad y sensibilidad
(Hernandez et al., 2009).

Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran:
- IFL: técnica de primera eleccion para detectar AAN,
se basa en el reconocimiento de los anticuerpos que
reconocen estructuras antigénicas celulares nativas.
Su
altamente adecuada, constituyendo una prueba con

sensibilidad y especificidad hacen que sea

bastante solidez diagnostica. Se realiza sobre cortes
congelados de higado o rifién de rata o monocapas de

células tumorales mantenidas en cultivo (HEP-2). La
dos tipos de
antigénicos radica en la cantidad de antigenos

diferencia entre estos sustratos
nucleares que tienen y por consiguiente la posibilidad
de detectar o no un anticuerpo en el suero del
paciente con enfermedad autoinmune (Cabiedes et al.,
2010).
+ ELISA: técnica utilizada para la identificacion o
confirmacién de los anticuerpos AAN presentes en los
pacientes con enfermedades autoinmunes. Se utiliza
la técnica de ELISA indirecta, con el reconocimiento
de los anticuerpos especificos presentes en las
muestras de los pacientes, mediante un anticuerpo
dirigido contra la regiéon Fc humana de cualquier
isotipo (IgG, IgM o IgA). Los anticuerpos anti-Fc estan
unidos a enzimas como la peroxidasa. Los antigenos
utilizados en las placas de ELISA pueden ser nativos,
recombinantes o sintéticos. La técnica puede ser
cualitativa o cuantitativa si se requiere conocer la
cantidad de anticuerpos presentes en las muestras
(Cabiedes et al., 2010).
- Electroinmunotransferencia (EIT) o Western blot: es
una técnica con multiples usos; entre ellos la
deteccion de actividad contra componentes celulares.
Es altamente sensible y especifica y su uso esta
enfocado principalmente a investigacion, debido a su
costo, tiempo de preparacion del ensayo, tiempo de
desarrollo y nimero de muestras que se pueden correr
al mismo tiempo. Sin embargo, recientemente algunas
compafiias estan comercializando equipos para uso en
laboratorios de diagnoéstico. La deteccion de AAN
mediante EIT permite identificar una gran cantidad de
autoantigenos. Existen auto Ac que reconocen solo la
forma nativa de las proteinas del centrémero en
células HEp-2 y no las formas desnaturalizadas o
modificadas obtenidas con frecuencia en la EIT. Lo
cual confirma que existen anticuerpos que reconocen
epitopos conformacionales de los antigenos (Cabiedes
etal, 2010).

Microinmunoensayos enzimaticos y
luminométricas de deteccién miltiple (tecnologia de
perfil multi-analitico XMAP): son otras técnicas que se

técnicas

estan empleando actualmente para la deteccion de
AAN. Son capaces de detectar multiples antigenos en
un solo ensayo (Cabiedes et al., 2010).
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Importancia clinica de los AAN y otros auto
Ac especificos en pacientes con LES

Los AAN forman parte junto con otros auto Ac, de
los criterios diagnosticos para la clasificacion de LES
de la Liga Europea contra el Reumatismo (EULAR), el
Colegio Americano de Reumatologia (ACR) (Aringer et
al., 2019) y las Clinicas Internacionales Colaboradoras
de Lupus Sistémico (SLICC) del 2012 (Tan et al., 1982;
Yuetal, 2014).

Los titulos de AAN no estan correlacionados con la
actividad y la gravedad de la enfermedad. La mayoria
de
enfermedad autoinmune. Por ejemplo, los anti-Sm son

los auto Ac sirven para diagnosticar una
muy especificos de LES y por tanto de considerable
utilidad para su diagnéstico. Sin embargo, su presencia
no guarda relacion con la actividad de la enfermedad
y tampoco tiene sentido hacer determinaciones
frecuentes de los titulos de AAN para monitorizar la
actividad. La presencia de algunos auto Acs ayudan en
de la
enfermedad como los anti-ADNcd. (Bolognia et al,

2004; Rodsaward et al., 2019).

el diagnoéstico, actividad y seguimiento

Anticuerpos anti-ADNcd

Los anticuerpos anti-ADN son inmunoglobulinas
dirigidas contra el ADN puro o en complejo con
proteinas como las histonas. Constituyen un grupo
heterogéneo de inmunoglobulinas que tienen distintas
especificidades, y se clasifican en anti-ADN de cadena

simple (anti-ADNcs) y anti-ADNcd (Rodsaward et al.,

2019).
Los  anticuerpos anti-ADNcd  tienen — mucha
importancia, su elevacion se correlaciona

positivamente con la actividad de LES (especialmente
cuando se asocian a la disminucién de los niveles de
complemento) y pueden reflejar un mayor riesgo de
padecer nefritis lapica (Aggarwal et al., 2014; Bolognia
et al., 2004; Mendez et al., 2018).

Las técnicas de identificacion de los anticuerpos
anti-ADN mas utilizadas son la IFI utilizando el
organismo flagelado Crithidia lucillae como sustrato,
ensayo  que se fundamenta en el
de

contra el ADNn de la mitocondria

reconocimiento los anticuerpos que reaccionan

gigante

(Cinetoplasto) del parasito Crithidia lucillae (CLIFT).
Esta técnica tiene alta especificidad aunque baja

sensibilidad y confirma el diagnéstico de LES
(Smeenk et al., 1991; Bizzarro et al., 2012).

Inmunoprecipitacion de FARR o
radioinmunoandlisis (RIA) Y ELISA

La inmunoprecipitacion de FARR usada también
para detectar anticuerpos anti ADN, se basa en la
capacidad del anticuerpo para unirse al antigeno
marcado con un isotopo radioactivo. Se incuba el
ADN marcado con el suero del paciente y se forman
complejos ADN-anti-ADN y se precipitan dichos
complejos con sulfato de amonio (FARR clasico) o con
polietilenglicol (FARR modificado). El marcado con
is6topos permite cuantificar el anticuerpo unido
(Bolognia et al., 2004; Méndez et al., 2018).

La utilidad clinica del anti-ADNcd se fundamenta
en el apoyo diagnostico frente a un paciente con
sospecha de LES, como método de seguimiento o
como marcador de futuras recaidas de la enfermedad.
Por lo anterior, un paciente con sospecha de LES y
con un resultado de AAN positivo requiere de una
prueba de especificidad en el que se evaluen
anticuerpos anti-ADNcd, los cuales pueden estar
presentes en el 60-83% de los pacientes con LES y la
asociacion de la actividad de la enfermedad, con la
nefritis lapica, compromiso hepatico o neurologico.
anti-ADNcd
importancia en el diagnostico y seguimiento de los

Los anticuerpos tienen wuna gran
pacientes con LES dada su alta especificidad (>95%)

(Méndez et al., 2018).

Anticuerpos anti-NUCLEOSOMAS (anti-NUC)

Los anticuerpos anti-NUC son autoanticuerpos
dirigidos contra epitopos de histona expuestos en la
ADNcd vy epitopos
conformacionales creados por la interaccion entre

cromatina, contra contra
ADN de doble cadena e histonas. Se ha demostrado
anti-NUC

excelente marcador serologico para el diagnoéstico de

que los anticuerpos representan un
LES. Los anticuerpos Anti-NUC juegan un papel
importante en la patogénesis del LES, especialmente

en el desarrollo de nefritis. Representan un rol
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fundamental en el desarrollo de lesiones renales al
mediar la unién de los auto Acs a la membrana basal.
El método wusado para la medicion de estos
anticuerpos es ELISA (Bizzarro et al.,, 2012; Saigal et
al., 2013).

A pesar de que los anti-ADNcd son los mejores
estudiados y usados para el diagnoéstico y correlacion
con la actividad de LES, se ha sugerido que los anti-
NUC son tan buenos o mejores que los anti-ADNcd
para diagnosticar LES por su mayor sensibilidad y
valor pronoéstico (Bizzarro et al, 2012; Saigal et al.,

2013).

Anticuerpos anti -ribonucleoproteinas anti-
RNP / anti Sm

Los anticuerpos contra antigenos RNP y anti Sm
reconocen proteinas que se asocian con una o dos
de ARN
ribonucleoproteinas nucleares pequefias de RNP

moléculas  distintas para  formar
(snRNP). Los anticuerpos anti-RNP reaccionan con
proteinas (70 KD, A, C) que estan asociadas con el U1-
ARN y forman UlsnRNP. Los anticuerpos anti-RNP
estan dirigidos hacia epitopos tanto discontinuos
como lineales que estan contenidos en la secuencia de
las proteinas (70 KD, A y (), mientras que los
anticuerpos anti-Sm reaccionan predominantemente
con proteinas (B”, By D) (Migliorini et al., 2005).

Los ensayos para detectar anticuerpos anti-RNP son:
contrainmunoelectroforesis (CIE), inmunotransferencia
y ELISA. Los anti-RNP son detectables en 25 a 47% de
los pacientes con LES. Los titulos altos de anticuerpos
anti-RNP son diagnosticos de EMTC, especialmente
cuando se ha descartado la presencia de algin otro
auto Ac. La medicion de los anticuerpos anti-RNP es
mas importante en el diagnoéstico de LES que en el
seguimiento de los pacientes. Los anti-RNP son
fenébmeno de

2012;

frecuentes en pacientes con el

Raynaud y esclerodermia (Bizzarro et al.,
Migliorini et al., 2005).

Los anticuerpos Anti Sm (anti-Smith) y RNP estan
muy relacionados. El anticuerpo anti-Sm es una
inmunoglobulina dirigida contra snRNP que forman
parte del espliceosoma (complejo multiproteico
empalme del ARN).

anticuerpo mas especifico para LES, con una

encargado del Este es el

especificidad cercana al 97%. Sin embargo, solo son
detectables en el 25-30% de los pacientes con esta
enfermedad, por lo que su ausencia no descarta la
misma. Casi siempre se asocian con anti-RNP y en los
pocos casos en los que se detecta inicialmente solo
anti-Sm, el anti-RNP se desarrolla mas tarde en el
curso de la enfermedad. Por su alta especificidad en
Lupus, esta incluido dentro de los criterios de SLICC
y del ACR. En la mayoria de los casos estos
anticuerpos se encuentran positivos junto con los
anti-RNP (Migliorini et al., 2005).

Inicialmente se creia que los anti-Ro (SS-A) y anti-
La (SS-B) reaccionaban exclusivamente contra las
(RNP)
denominaron auto Ac citoplasmaticos. Sin embargo,

ribonucleoproteinas citoplasmaticas y se
se ha demostrado que éstos reaccionan con proteinas
presentes en las RNP del citoplasma humano (RNPhY)
que se encuentran también en el nacleo. Las
proteinas Ro y La son antigenos relacionados, que
virtualmente estan presentes en las mismas particulas
de RNP. Por tanto, una respuesta autoinmunitaria
contra uno de éstos, con frecuencia afectara también
al otro. Esto explica que cuando un individuo
desarrolla uno de estos auto Ac, es frecuente que el
otro también esté presente. Los anti-Ro pueden
aparecer poco
frecuente que los anti-La aparezcan sin que haya un

aisladamente; sin embargo, es

anti-Ro positivo (Bolognia et al., 2004).

Anticuerpo anti-Scl 70 o Ac

antitopoisomerasa |

Son proteinas cromosomicas, caracterizadas por
estar dirigidos contra una proteina nuclear no histona
de 70 KD. Producen un patron nucleolar o moteado
fino mediante la medicion de AAN por IFL. Su
importancia clinica radica en encontrarse en
pacientes con esclerosis sistémicas en sus formas
difusas en un 40-64%. Ha sido asociado a otras
manifestaciones con mayor prevalencia como fibrosis
pulmonar y sintomas intestinales. Este anticuerpo
esta asociado a mal pronéstico y mayor mortalidad
debido a insuficiencia cardiaca derecha secundaria a
fibrosis pulmonar y enfermedad intersticial pulmonar

(Méndez et al., 2018).
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AAN/LES inducido por farmacos

Numerosos farmacos son capaces de desencadenar
la produccion de AAN y LES. En esta lista creciente,
destacan:  procainamida,  hidralacina,  isoniacida,
clorpromacina, fenitoina, metildopa, minociclina. Los
pacientes con LES inducido por farmacos raramente

presentan manifestaciones cutaneas especificas
de lupus, predominando las manifestaciones
clinicas musculoesqueléticas (artritis, artralgias,

mialgias) y la serositis (pleuritis, pericarditis). La
afeccion de la piel se ve con menor frecuencia que en
el LES clasico. Los anticuerpos anti-histonas son un
marcador serologico de los AAN inducidos por
farmacos y la forma clasica de LES inducido por
farmacos.
diltiazem, griseofulvina, terbinafina, son capaces de
desencadenar la produccién de auto AC anti-Ro y
lesiones cutaneas de lupus eritematoso cutaneo
subagudo (Bolognia et al., 2004).

Otros farmacos como hidroclorotiazida,

CONCLUSIONES

Los AAN son inmunoglobulinas que reconocen
componentes autélogos del ntcleo y del citoplasma
de la célula. La determinacién de AAN mediante IFI es

la  principal prueba cuando se  sospecha
de enfermedades autoinmunes. La presencia de
AAN puede no ser autoinmune, también

pueden ser naturales o infecciosos. La definicion de
los diferentes patrones de AAN, por IFI
células HEP-2 debe incluir el analisis de células en
interfase y células en division. Los patrones mas
frecuentes en LES son periférico y homogéneo.

Los parametros a tomar en cuenta en la lectura de
los resultados de la IFI son: positividad de los AAN,
titulacion y patron. La determinacién de los AAN
tiene una finalidad diagnostica y pronostica. Los Ac
anti-ADNcd son los tnicos utiles para monitorizar la
actividad del LES. El anticuerpo anti-Sm es altamente
especifico para el LES. La ausencia del mismo no
excluye la enfermedad.

con
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Estrategias de analisis por
citometria de flujo de células
dendriticas en sangre periférica
de pacientes con Leishmaniasis
cutanea Americana

RESUMEN

La Leishmaniasis cutanea americana (LCA) presenta distintas formas clinicas
activas con diferentes grados de severidad: cutanea localizada (LCL),
difusa (LCD), cutanea mucosa (LCM) e intermedia (LCI). Las células
dendriticas (CDs) estan involucradas en el inicio y regulacion de la
respuesta inmunitaria protectora frente al parasito Leishmania, por lo
cual su determinacibn  es importante para comprender la
inmunopatologia relacionada con esta enfermedad y el desarrollo de
nuevas alternativas terapéuticas. El objetivo de este trabajo fue estandarizar la
estrategia de analisis por citometria de flujo, para medir la frecuencia y grado de
maduracion/ activacion de las CDs circulantes de pacientes con LCA y sujetos
sanos. El marcaje de inmunofluorescencia directa se realizd a 22 muestras
de sangre completa con anticuerpos acoplados a fluorocromos: Lin-1-FITC,
HLA-DR-PerCP, CD11c-FITC, CD123-PE, CD86-APC, CD83-APC. Las CDs se
distinguieron entre las HLA-DR" Linaje™: la expresion de CD11c defini6 a CDs
mieloides (CDsM) y CD123 a CDs plasmocitoides (CDsP). El grado de
maduraciéon y  activacion fue de acuerdo a CD86 'y CDS83,
respectivamente. Las CDsM y CDsP eran mayores en los pacientes LCL
comparado con control y pacientes LCI y LCD (p<0,05). La relacion CDsM/CDsP
en pacientes LCI (10,5) fue mayor que en controles (7,47), LCL (7,06) y LCD
(6,38). Los LCL tenian mayor proporciéon de CDsM CD83* que controles, LCI
y LCD (p<0,05). La estrategia de analisis por citometria de flujo empleada
nos permitié evaluar este grupo celular tan importante en la respuesta
inmune frente a infecciones.

Palabras Clave: Células dendriticas; Inmunofluorescencia; Citometria de flujo;
Leishmaniasis cutanea americana.

FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS STRATEGIES OF DENDRITIC CELLS
IN PERIPHERAL BLOOD OF PATIENTS WITH AMERICAN
CUTANEOUS LEISHMANIASIS

ABSTRACT

American cutaneous Leishmaniasis (ACL) presents different active clinical
forms with different degrees of severity: cutaneous (LCL), diffuse (DCL),
mucocutaneous (MCL) and intermediate (ICL). Dendritic cells (DCs) are
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involved in the initiation and regulation of the protective
immune response against the Leishmania parasite, therefore
determination of DCs is important to understand the
immunopathology related to this disease and the
development of new therapeutic alternatives. The objective
of this work was to standardize the analysis strategy
by flow cytometry, to measure the frequency and degree
of maturation/activation of circulating DCs from patients with
ACL and healthy subjects. Direct immunofluorescence
labeling was performed on 22 whole blood samples using
fluorochrome-coupled antibodies: Lin-1-FITC, HLA-DR-PerCP,
CD11c-FITC, CD123-PE, CD86-APC, and CD83-APC. DCs
were distinguished between HLA-DR* Lineage cells: CD11c
expression defined myeloid DCs (DCsM) and CD123 defined
plasmacytoid DCs (DCsP). The degree of maturation and
activation was defined according to CD86 and CD83
expression, respectively. DCsM and DCsP were higher in LCL
patients versus controls, ICL. and DCL patients (p <0.05). The
DCsM/DCsP ratio of ICL (10.5) was higher than in controls (7.47),
LCL (7.06) and DCL (6.38). LCL had a higher proportion of DCsM
CD83* than controls, ICL and DCL (p <0.05). Our flow
cytometric analysis strategy allowed evaluating this important
cell group in the immune response against infections.

Keywords:  Dendritic  cells; Immunofluorescence;  Flow

cytometry; American cutaneous Leishmaniasis.

INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una enfermedad inflamatoria
cronica que comprende un amplio espectro de
manifestaciones clinicas; desde ulceras cutaneas
hasta infecciones viscerales fatales, considerada por
la Organizacion Mundial de la Salud como una de
las enfermedades parasitarias mas importantes con
aproximadamente 350 millones de individuos en
riesco de contraerla, siendo la incidencia vy
prevalencia anual estimada de 600.000 y 12
millones de pacientes, respectivamente (Ashford et
al., 1992; Desjeux, 2004). En las Américas se
reportaron 989.096 casos de Leishmaniasis Cutanea
entre 2001 y 2018 con un promedio anual de
54950 casos (Organizaciobn panamericana de
la salud, OPS, 2019).

La leishmaniasis cutanea Americana (LCA)
presenta distintas formas clinicas activas con
diferentes grados de severidad, conocidas como
Leishmaniasis cutanea localizada (LCL) que es la
forma menos severa, usualmente limitada a una
simple o pocas ulceras en la piel de
individuos  inmuno-respondedores; Leishmaniasis
cutanea difusa (LCD)es la forma mas severa
de la enfermedad desarrollada por individuos
susceptibles, en los cuales las lesiones son
multiples nédulos no ulcerados y placas;

Leishmaniasis mucocutanea (LCM) y
Leishmaniasis cutanea intermedia (LCI) que son
formas atipicas de la Leishmaniasis que se

localizan en el centro del espectro (Convit et al,
1993).

La inmunopatogénesis de la Leishmaniasis depende
de una compleja interaccion entre el vector, el
parasito y el hospedador (Scott y Novais, 2016).
Dentro de los componentes principales de la
respuesta inmune contra el parasito figuran las
células dendriticas (CDs) que son una familia de
células presentadoras de antigenos (CPA)
“profesionales”, especializadas en la captura,
procesamiento y presentacion de antigenos a los
linfocitos T (Hart, 1997; Steinman y Hemmi, 2006). El
papel de las CDs en la Leishmaniasis ha constituido
un punto de fuertes estudios que en conjunto sefialan
una participacion crucial en el inicio y regulacion de
la respuesta inmunitaria protectora (Flohé et al., 1998;
Gorak et al., 1998; Henri et al.,, 2002; Aguilar et al,
2002; Prina et al., 2004; Tsagoziz et al., 2004; Soong,
2008; Kautz-Neu et al,, 2012; Feijo et al., 2016, Von
Stebut y Tenzer, 2018; Dietze-Schwonberg et al.,
2018; Tiburcio et al., 2019).

En los tltimos afios ha cambiado la vision de las
células dendriticas como una poblacion homogénea.
Diversos estudios han demostrado que existe una
variabilidad en la expresion de moléculas
estructurales y de activacion que colectivamente las
diferencia de otros leucocitos y entre ellas, lo cual ha
permitido su clasificacion segin su estado de
diferenciacion y sus funciones (Henri et al., 2001,
Kadowaki et al., 2001; Nagai, 2017).

En su estado inmaduro las CDs son capaces de
capturar y procesar antigenos en todos los tejidos
periféricos no linfoides, expresan ciertos receptores
de quimiocinas (por ejemplo, CCRG6), receptores
lectinas tipo C I y II (BDCA-2,-3,-4; CD205) miembros
de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
receptores Fc, receptor de manosa (MR), receptores
para proteinas de choque térmico (hsp) y receptores
tipo Toll (TLR-2, -3). La expresion de muchos de estos
receptores disminuye durante la maduracion de la CD,
enfatizando su funcién especifica en la captura de
antigenos (Kadowaki et al., 2001; Nagai, 2017).
Después del contacto con sefales de peligro
(patogenos, citocinas proinflamatorias o células
necréticas) las CDs migran a las areas de linfocitos T
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de organos linfoides, donde presentan antigenos a
linfocitos T virgenes y modulan su respuesta.
Simultaneamente experimentan un proceso de
maduraciéon 'y modulacion de la expresion de
quimiocinas y receptores de quimiocinas. Ademas,
este proceso induce el aumento de la producciéon de
una variedad de citocinas, y la expresion de

moléculas de coestimulacion y adhesion, que

promueven colectivamente la interaccion CD-
linfocito T (Nagai, 2017; Kim y Kim, 2019).

En humanos, se han descrito dos subtipos de CDs

en sangre periférica, CDs mieloides (MDCs) vy
plasmocitoides (PDCs). Estas células difieren
ampliamente en muchos aspectos; expresan

diferentes patrones de receptores que reconocen
patogenos (PRR) y acorde a éstos responden a
diferentes antigenos microbianos, producen

diferentes receptores de citocinas y como resultado
responden a diferentes citocinas, expresan diferentes
respuesta al
finalmente difieren ampliamente en la capacidad de

citocinas en mismo estimulo y
migrar frente a estimulos antigénicos, aunque el
patron de expresion de receptores para quimiocinas
es similar (Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2001;
Collin y Bigley, 2018). Estas diferencias inscriben los
diferentes roles de las MDCs y PDCs en la induccién y
regulacion de la respuesta inmunitaria.

En virtud de la plasticidad fenotipica de las CDs, de
su estado de activacion y su localizacién en tejidos
periféricos, constituyen las principales células que
dirigen la respuesta inmunitaria frente a patégenos
intracelulares cuya puerta de entrada es la piel. Por
otra parte, algunos estudios han demostrado que son
esencialmente flexibles a las sefiales de peligro y por
ende, pueden promover diferentes fenotipos de
linfocitos T (Th1, Th2 o Treg) (Kushwah y Hu, 2011),
por lo cual determinar la participacion de las
diferentes CDs durante la infeccion por Leishmania,
es de gran importancia para comprender la
inmunopatologia relacionada con esta enfermedad y
el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas.

Los estudios de CDs han sido obstaculizados por su
baja frecuencia en la sangre y los tejidos, por lo cual,
la mayoria de los conocimientos sobre las CDs se han
obtenido principalmente de estudios de CDs enriquecidas

por centrifugacion en gradientes de densidad, cultivo
y/o selecciéon negativa (Vremec et al., 1997; Anjuere et
al, 1999). Estos procedimientos las
propiedades densidad y adhesion de las CDs, su
crecimiento selectivo en ciertas combinaciones de

utilizan

citocinas, o su falta de expresion de marcadores de
linaje de linfocitos, monocitos y granulocitos (Lin)
(Vremec et al., 1997). Estos métodos, sin embargo,
proporcionan bajo rendimiento y pureza de las CDs, y
consumen mucho tiempo. Ademas, la manipulacion
puede alterar las células funcionalmente y no permitir
la cuantificacion de las CDs. Sin embargo, diversos
trabajos mostraron la existencia de algunos receptores
en la membrana celular de CDs, que ha permitido la
caracterizacion de células no manipuladas (Dzionek et
al., 2000, 2001; Patel y Metcalf, 2016).

En la practica, existen diversas metodologias para el
estudio celular. Una de estas, es la Citometria de Flujo,
la cual esta basada en el concepto general de la uniéon
especifica Antigeno-Anticuerpo. El Anticuerpo usado
se encuentra conjugado a un fluorocromo especifico,
que al ser excitado por la accion de un laser, emite una
sefial de luz en determinado espectro. Esta sefial
emitida por el fluorocromo es captada por detectores
especificos y los datos obtenidos se almacenan en la
memoria de un computador y desde alli son pasados a
archivos binarios que posteriormente pueden ser
analizados (Oughton et al., 2005; Pockley et al., 2015).
Existen diversas aplicaciones de la citometria de flujo
en el area clinica y de investigacion, una de las mas
comunes es la caracterizacion de subpoblaciones
celulares del sistema inmune.

Debido a las caracteristicas fenotipicas de las CDs
que las distinguen de otras células y entre ellas, y la
existencia de anticuerpos especificos contra los
marcadores de CDs recientemente identificados, el
sistema que emplea la citometria de flujo permitira la
deteccion simultanea, cuantificacion, y el aislamiento
de los distintos subtipos de CDs presentes en sangre
periférica. El procedimiento de citometria de flujo que
se basa en la deteccion tres o cuatro sefiales de
fluorescencia, es rapido, y permite el uso de pequefios
Esta
proporcionaria una herramienta que facilitara futuros
estudios para dilucidar el papel de las CDs en la

volumenes de muestra. metodologia
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regulacion de la inmunidad durante
condiciones fisiologicas y patologicas.

El presente trabajo tuvo como objetivo estandarizar
la estrategia de analisis por citometria de flujo para
determinar la frecuencia y grado de maduracion/
activacion de las CDs circulantes de pacientes con

LCA.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: Un total de 24 muestras de sangre
completa (5 mL) fueron tomadas por venopunciéon en
tubos con anticoagulante EDTA a pacientes con
edades comprendidas entre 20 y 55 afios, y con
diferentes formas clinicas de Leishmaniasis cutanea:
LCL (n=10), LCI (n=5) y LCD (n=1) que acudieron a la
consulta de Leishmaniasis y Epidemiologia del
Instituto de Biomedicina (diagnosticados de acuerdo a
los criterios clinicos, epidemiologicos e
histopatologicos establecidos por Convit et al. (1974),
posterior a declaracion y firma del consentimiento
informado. También se incluyeron 6 controles sanos
para comparar la medicion de CDs en sangre en
condiciones fisiologicas, con los sujetos que presentan
LCA.

Seleccion de anticuerpos y fluorocromos: En la
actualidad la identificaciobn de CDs en sangre esta
basada en ciertos criterios de inmuno-fenotipaje. En
este trabajo se seleccion6 la presencia de HLA-DR,
pero como esta molécula es expresada también en
otros leucocitos, se escogié para separar las CDs, la
ausencia de un panel de antigenos linaje especifico de
leucocitos (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 y CD56).
Asi, subpoblaciones de CDs
distinguieron entre las HLA-DR* Linaje", basadas en la
expresion de CD11c sobre CDs mieloides y CD123
sobre CDs plasmocitoides. Para esta aproximacion de
medicion de CDs en sangre periférica, se emplearon
entonces 4 anticuerpos acoplados a
fluorocromos seleccionados de acuerdo a lo disponible
en el mercado y a las combinaciones de anticuerpos
necesarias para la definicion celular. La deteccion del
grado de maduracion y activacion de los subtipos de
CDs se hizo de acuerdo a la expresion de los receptores
de membrana CD86 y CD83. Como se muestra a
continuacion los fluorocromos incluidos fueron PerCP,

las diferentes se

distintos

PE, FITC y APC.

Anticuerpos acoplados a fluorocromos empleados.
Anti-Lin-1 conjugado con FITC (BD Pharmigen), Anti-
HLA-DR conjugado con PerCP (BD Pharmigen), Anti-
CD11c conjugado con FITC (AbD serotec), Anti-CD123
humano acoplado a PE (BD Pharmigen), Anti-CD86
humano conjugado con APC (BD Pharmigen), Anti-
CD83 humano conjugado con APC (BD Pharmigen).

Caracterizacion de moléculas de superficie de la
membrana celular para determinacion de CDs: El
método de marcaje de inmunofluorescencia directa
fue el empleado para la enumeracion y caracterizacion
de las CDs circulantes. El protocolo consistio en:
identificar cinco tubos (Tubo 1: Control negativo (sin
marcaje), Tubo 2: Lin-1 FITC / HLA-DR PerCP, Tubo 3:
HLA-DR PerCP / CD123 PE/ CD11c FITC, Tubo 4:
HLA-DR PerCP / CD123 PE / CD83 APC, Tubo 5: HLA-
DR PerCP / CD11c FITC / CD86 APC), luego se les
afiadi6 a cada tubo el anticuerpo monoclonal
correspondiente (5 pL de anti-Linl y anti-HLA-DR
PerCP; 3 uL de anti-CD123 PE, anti-CD11c FITC, anti-
CD83/CD86 APC). Posteriormente, se colocaron 200
puL de sangre periférica EDTA a todos los tubos, se
mezclaron suavemente y se incubaron en oscuridad
por 30 min a temperatura ambiente (TA). Se agregaron
500 puL de buffer de lisis a todos los tubos (para
eliminar los glébulos rojos). Se mezcldé suavemente con
un vortex e incubé 15 min a TA en oscuridad. Se
volvié a mezclar y se incubé 15 min. en las mismas
condiciones. El sobrenadante se descarté en su
totalidad y se lavd con 500 pL de buffer fosfato salino
(PBS). El botén celular se mezcld bien con vortex hasta
obtener una suspension homogénea. Finalmente, se
anadieron 300 pL de buffer salino con
paraformaldehido al 1% (PAF 1%) con el fin de
mantener fijadas las células hasta la posterior lectura
de la fluorescencia en el citometro de flujo (BD
FACSCanto®).
oscuridad a 4°C bien tapados.

La cantidad de anticuerpo a emplear en el marcaje,
se determiné haciendo titulacién del mismo segin las
indicaciones del fabricante (10uL, 5plL, 3ulL),
escogiéndose el volumen del anticuerpo minimo que
permitiera una separacion de las fluorescencias al
realizar las combinaciones de colores.

Los tubos fueron almacenados en
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En virtud de la baja proporcion de CDs en sangre
comparado con el resto de los leucocitos, escogimos
un volumen de 200 uL de sangre y no 50-100 uL, que
es lo usualmente empleado para inmunofenotipaje,
para asegurar estudiar una cantidad representativa de
CDs.

Adquisicion y analisis de los datos. En primer lugar se
realiz6 una calibracién del equipo empleando perlas
Calibrite (BD BioSciences) para ajustar los voltajes de
los fotomultiplicadores (PMT), compensacion de
fluorescencia 'y chequear la sensibilidad del
instrumento. Luego, se adquirieron las muestras
preparadas para leer la fluorescencia en el citébmetro
de flujo empleando el software BD FACS-Diva con un
umbral (threshold) sobre la dispersion frontal (FSC)
que excluya los detritos celulares. Debido a la baja
frecuencia de las CDs en sangre periférica, la
adquisicion fue de 100.000 eventos para aumentar la
probabilidad de contar mas CDs. Para obtener los
resultados de la proporcion de células que expresan
las moléculas evaluadas al igual que la densidad de
expresion de las mismas, se analizaron los datos
adquiridos con el software BD FACS-Diva disefiando
estrategias para la escogencia de las ventanas que
representan las diferentes poblaciones celulares. Estas
estrategias se describen en la secciéon de resultados.

RESULTADOS

L.- Estrategias para el analisis de los datos adquiridos
en el Citébmetro de flujo para la valoracion de CDs
en sangre periférica. Para evaluar la frecuencia y
grado de maduracion de las CDs en sangre periférica
de y  pacientes
Leishmaniasis Americana  empleando
citometria de flujo, las siguientes
estrategias de analisis:

1.- En primer lugar se cre6 un citograma de dispersion
(FCS-tamafio) vs dispersion (SSC-
granularidad) de los datos adquiridos con el tubo 1
que no tenia marcaje. Se dibujé una poblacién 1 (P1)
para excluir los detritos celulares, seleccionando asi
los leucocitos (100.000 eventos/ventana) (Figura 1).

2.- Para identificar las CDs totales, se usaron
los datos adquiridos del tubo 2 para obtener un

los individuos sanos con
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Figura 1. Citograma de dispersion (dot plot FSC/SSC)
obtenido por citometria de flujo de sangre periférica.
Se muestra el 100% de los eventos adquiridos y la
poblacion P1 (eventos en color rojo) que representan el
grupo de células mononucleares.

diagrama de dispersion anti-HLA-DR/Lin-1 de la P1.
Luego se escogieron los cuadrantes para visualizar los
eventos lindim/negativos v o5 HLA-DR*, obteniendo asi en
los cuadrantes Q2 las células que expresan HLA-DR y
Lin-1, como los linfocitos B, y en Q1 las células
positivas para HLA-DR pero negativas para Lin-1, que
son las CDs (Figura 2).

3- Para obtener la frecuencia y grado de maduraciéon/
activacion de los subtipos de CDs, se realizaron dos
tipos de estrategias de analisis de los datos adquiridos
con el citometro de flujo, con el fin de escoger la que
mostrase mejor la informacion y permitiera realizar los
estudios estadisticos para establecer las diferencias
entre controles y pacientes.

Analisis 1: se presentan los valores porcentuales de las
CDs en la poblacion P1 que incluye los leucocitos, que
como se observa en la Figura 3A es el 61,2% del total
de los eventos adquiridos. Con el tubo 3 (HLA-DR
PerCP/CD123 PE/CD11lc FITC), se crearon los
diagramas de fluorescencia anti-HLA-DR/CD123
(Figura 3A) y anti-HLA-DR/CD11c (Figura 3B) de la P1,
obteniéndose los subtipos de CDs. Por no contar con
anti-CD11c
conjugado con otro fluorocromo diferente a FITC, no

el recurso para la adquisicion del
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Figura 2. Citograma de fluorescencia obtenido por
citometria de flujo de sangre periférica. Las
células se caracterizaron empleando anticuerpos
anti-HLA-DR acoplado a PerCP y anti-Lin-1 acoplado a
FITC. Se muestra el 100% de los eventos adquiridos
de la poblacién P1 (color rojo) y la poblacion P3 (color
verde) que representan las CDs (células positivas para
HLA-DR y negativas para Lin-1).

se pudo realizar la separacion de las CDs por ausencia
de los marcadores de linaje, por lo cual se acudi6 a un
segundo analisis extrapolando la P2.

Analisis 2: con este analisis se obtuvo la proporcion de
los subtipos de CDs pero teniendo como poblacion
total la P2
fluorescencia que solo contempla el marcaje HLA-DR.
Para ello, se cre6 un citograma SSC (granularidad) vs
HLA-DR de la P1 conteniendo la poblacion 2 HLA-DR*
Lin- (P2- color verde) del citograma de fluorescencia
anti-HLA-DR/Lin-1 (Figura 4A), con el fin visualizar la
P2 y enmarcarla para crear una tercera poblacion que

extrapolada en wun citograma de

designamos como “enriquecida de CDs” (P3- color azul)
(Figura 4B, 4C).

De la poblacion enriquecida (CDs HLA-DR+ Lin-) se
realizaron citogramas de fluorescencia CD11lc vs
CD123 para obtener los subtipos de CDs (con los datos
adquiridos del tubo 3) y citogramas CD123/CD83 (tubo
4) y CD11c¢/CD86 (tubo 5) para evaluar el grado de

maduracién (Figura 5A y 5B).

4- Para determinar la frecuencia de las CDs totales y
subtipos, el grado de activacion y maduraciéon de las
CDs, los datos estadisticos se obtuvieron de los
diagramas de fluorescencia que contienen la P1 y P3
(Ver Figuras 3y 4).

IL.- Células Dendriticas en sangre periférica de sujetos
sanos y pacientes con Leishmaniasis cutanea
Americana. Siguiendo el analisis 2 de los datos
obtenidos por el citometro de flujo, en el figura 6 se
muestra la proporcion de CDs totales, CDsP y CDsM
en los pacientes con LCA y controles. No se
evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas en la proporcion de CDs totales al
comparar grupo control con los pacientes, mientras
que las CDsM y CDsP eran mayores en los pacientes
LCL cuando se compar6 con el grupo control y los
pacientes LCI y LCD (p<0,05). La relacion CDsM/CDsP
del grupo de pacientes LCI (10,5) fue mas alta que los
controles (7,47), LCL (7,06) y LCD (6,38).

La figura 7 sefiala la proporcion de Células
Dendriticas maduras (CD86*) y activadas (CD83")

en sangre periférica de controles y pacientes con
Leishmaniasis Cutanea Americana. En los
pacientes con LCL encontramos una mayor

proporcion de CDsM activadas CD83" (p<0,05) al
comparar con controles, LCI y LCD.

DISCUSION

El ensayo se disefi6 para detectar las dos
subpoblaciones de CDs presentes en sangre periférica:
CD123* (Anti-IL-3Ra*) y CD1l1lc*, y el grado de
maduracion y activacion que ambos grupos presentan
en el momento de la evaluacion de los individuos en
condiciones fisiologicas o patologicas.

Como fue mencionado anteriormente,
subtipos de CDs han sido discriminados a través de los
receptores de membrana CD11c y el CD123 (Patel et
al., 2016), sin embargo, los mismos estan expresados
por lo cual, se emple6 una
combinacion de varios marcadores que incluyeron
HLA-DR y Lin-1, aprovechando que las CDs expresan
altos niveles de HLA-DR y bajos niveles de los
marcadores de linaje de los monocitos, linfocitos y
células NK. El Lin-1 utilizado en este ensayo es un

estos

en otras células,
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Figura 3. Citogramas de fluorescencia obtenidos por citometria de flujo de sangre periférica. Las células
fueron caracterizadas empleando anticuerpos anti-HLA-DR acoplado a PerCP, anti-CD123 PE y anti-CD11c FITC.
Se muestra el 100% de los eventos adquiridos. (A) Citograma de fluorescencia anti-HLA-DR/CD123, P2 (color verde)=
CDs plasmocitoides (HLA-DR* CD123*), P3 (color azul)= Basofilos (HLA-DR- CD123*) (B) Citograma de fluorescencia anti-
HLA-DR/CD11c, P4 (color morado)= CDs mieloides (HLA-DR* CD11%). (a) y (b) Cuadro de estadistica mostrando nimero
de eventos adquiridos (#Events), proporcion de células (%Parent) y media de fluorescencia de cada fluorocromo
(PE, FITC y PerCP mean).
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Figura 4. Citogramas de dispersion obtenidos por citometria de flujo de sangre periférica. Se muestra el 100% de los
eventos adquiridos. (A) Citograma de fluorescencia anti-HLA-DR PerCP/Lin-1 FITC, P2 (color verde) = CDs totales.
(B) Citograma de fluorescencia SSC (granularidad)/anti-HLA-DR PerCP localizando la P2. (C) Citograma de
fluorescencia SSC (granularidad)/ anti-HLA-DR PerCP, P3 (color azul)= poblacién enriquecida de CDs HLA-DR* Lin". (D)
Cuadro de estadistica mostrando nimero de eventos adquiridos (#Events), proporcion de células (%Parent) y media
de fluorescencia de cada fluorocromo (FITC y PerCP mean).
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Figura 5. Citogramas de fluorescencia obtenidos por

citometria de flujo de sangre periférica. Las células

fueron caracterizadas empleando anticuerpos anti-HLA-DR PerCP, anti-CD123 PE, anti-CD11c FITC, anti-CD83 APC y
anti-CD86 APC. Se muestra el 100% de los eventos adquiridos. Citogramas de fluorescencia de P3: (A) Anti-CD123/
CD11¢, Q1-4= CDs Plasmocitoides (CDsP) y Q4-4= CDs Mieloides (CDsM). (B) Anti-CD123/CD83, Q2-2= CDsP
activadas y P4= CDsM activadas. (C) Anti-CD11¢/CD83, Q2-3= CDsM maduras y Q4-3=.CDsP maduras. (a) (b) y (c)
Cuadros de estadistica mostrando nimero de eventos adquiridos (#Events), proporcion de células (%Parent) y media de

fluorescencia de cada fluorocromo (PE, FITC y PerCP mean).

coctel de marcadores de linaje que contiene CD3,
CD14, CD16, CD19, CD20 y CD56, conjugados con un
solo fluorocromo, lo cual permiti6 la discriminacion
entre las otras células mononucleares y las CDs previo
a la seleccion de las CD123* y CD11c*, en un solo tubo
y con la misma cantidad de sangre. Con respecto a los
leucocitos polimorfonucleares, el analisis permite la
identificacion de granulocitos basoéfilos puesto que
son linaje negativos y expresan niveles similares de
CD123 como las CDs plasmocitoides, pero pudo ser
discriminado por la falta de expresion de HLA-DR
(Willmann, 2003).

Una desventaja de nuestro sistema de marcaje para
determinar la proporcion de CDs totales y los
subtipos, fue que los anticuerpos Lin-1 y CDllc
estaban acoplados al mismo fluorocromo FITC, por lo
cual, no se pudo realizar el marcaje directo cuatro
colores HLA-DR / Lin-1/ CD123/ CDllc que nos
garantizaria la escogencia de una poblacion de CDs
completamente exenta de otros leucocitos. Por otra
parte, con el avance de los citometros de flujo y
disefios de analisis actualmente se pueden realizar
extrapolaciones de regiones o poblaciones en el

analisis (Cossarizza et al., 2017), esto permite ofrecer
un discernimiento confiable a través de la seleccion
de una poblacion enriquecida de CDs como fue
designada en este estudio, que seria una ventaja para
otros centros donde no se puedan adquirir los
anticuerpos necesarios.

Las diferencias observadas en los analisis 1 y 2 en
cuanto a la proporcion de CDsP y CDsM se debe a que
en el primer analisis el calculo de las poblaciones de
las CDs circulantes se obtuvo a partir de los
leucocitos totales que designa el valor real de estas
células en sangre periférica, por eso se obtienen
valores porcentuales muy bajos. Mientras que en el
analisis 2, el calculo se realizé con respecto a las CDs
definidas por la expresion de receptores especificos,
por lo cual, se muestra la proporcion de CDsP y CDsM
que estan en la poblacion enriquecida de CDs.

Otro punto de interés fue determinar el grado de
maduracién y activacion de las CDs en la sangre de
los individuos evaluados. Diversos autores han
demostrado la expresion de varias glicoproteinas de
membrana en las CDs que pasan de un estado
inmaduro a uno maduro y/o de activacién, como son
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Figura 6. Células Dendriticas en sangre periférica de pacientes con Leishmaniasis Cutanea Americana. (A) Totales

(B) Mieloides- CDsM

(C) Plasmocitoides- CDsP. LCL: Leishmaniasis cutanea localizada. LCl: Leishmaniasis cutanea

intermedia. LCD: Leishmaniasis cutanea difusa. *p<0.05 en comparacién con el control.

las moléculas de co-estimulacién (Zhou et al.,, 1995;
Hart et al, 1997). La literatura consultada permitio
seleccionar el CD86 y el CD83 para la evaluacion de
estos aspectos.

Una ventaja de la estrategia de analisis 2 fue que se
puede obtener la informacion de maduracion/
activacion (dos marcadores) de los subtipos de CDs,
empleando solo 2 tubos: en el Tubo 4 colocamos
CD123 y CD83, pero como
fluorescencias se hicieron contemplando la P3

los diagramas de
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(enriquecida de CDs) el analisis arrojo la proporcion de
CDs CD123* CD83" (plasmocitoides) y CDs CD123
CD83* que representa el otro subtipo de CDs
(mieloides). En el tubo 5 se caracterizaron las células
con CD11c y CD86, obteniendo la proporcion de CDs
CD11c* CD86* (mieloides) y CDs CDllc CD86*
(plasmocitoides).

De los datos obtenidos por citometria de flujo se
aprecia que existe similar proporcion de CDs totales
en pacientes con LCA e individuos sanos. Los
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Figura 7. Células Dendriticas maduras (CD86*) y activadas (CD83*) en sangre periférica de pacientes con
Leishmaniasis Cutdnea Americana. (A) Mieloides (B) Plasmocitoides. LCL: Leishmaniasis cutanea localizada. LCI:
Leishmaniasis cutdnea intermedia. LCD: Leishmaniasis cutanea difusa. *p<0.05 en comparacidn con el control
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pacientes con LCA (LCD>LCL>LCI) tienen mas CDsM
que los controles. La mayor relacion de CDsM/CDsP
observada en los LCI con respecto a controles y LCL,
pudiera indicar una deficiencia en CDsM o un
aumento de las CDsP en este grupo de pacientes.

Los resultados muestran un mayor numero de CDsM
activadas CD83* en LCL. El CD83 tiene un papel
modulador en la presentacion antigénica y generacion
de linfocitos T CD4" (Feilo et al., 2016), por lo que su
expresion en CDs de pacientes LCL pudiera asociarse
con la resolucion de la enfermedad.

La acumulacion de CDsP ha sido demostrada en
la respuesta inflamatoria de varias enfermedades
(Galicia et al., 2014; Swiecki y Colonna, 2015). Los
pacientes LCI expresan una mayor densidad del

factor de coestimulacon CD86 en CDsP con
respecto a pacientes LCL, sugiriendo su
participacion en la  respuesta inflamatoria

exacerbada caracteristica de estos pacientes LCL
evaluar mas

CDsP en

conminan a
papel de
inmunopatologia asociada a LCI y LCD.

En lineas generales, se logr6 estandarizar
el inmunofenotipaje de CDs en sangre periférica, lo
cual representa una  excelente  herramienta
para la evaluacion de este grupo celular tan
importante en la respuesta inmune que @ se
suscita frente a las infecciones o sefiales de
peligro, al igual que en la inmunotolerancia en
esta técnica, futuros

Estos  resultados

detalladamente el las la

ciertas condiciones. Con

estudios estarian encaminados a la evaluacion de
los aspectos funcionales de estos subtipos de
CDs en la LCA y en otras enfermedades.
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RESUMEN

La resistencia de Leishmania al antimoniato de meglumina o Glucantime® es
uno de los principales fenomenos evidenciados en los pacientes con falla
terapéutica, cuyo estudio es imprescindible para el disefio de nuevas
alternativas terapéuticas. En este trabajo se reportan los resultados de un
estudio comparativo del perfil genético de cepas resistentes y no resistentes al
Glucantime®, con el objetivo de identificar posibles marcadores genéticos
relacionados con la resistencia al farmaco en los casos de leishmaniasis cutanea
localizada. Para ello, se realizé induccién de resistencia in vivo e in vitro al
farmaco en cepa de referencia internacional de L. (V.) braziliensis y se compard
con aislados provenientes de pacientes con o sin falla terapéutica. Se realizd
digestion con enzimas de restriccion (Hindlll, Pstl, Mspl) y electroforesis en gel
de agarosa al 1%, haciendo uso de comparacién manual y estadistica descriptiva
para el analisis. Se evidenciaron bandas de mayor intensidad, con
peso molecular entre 2,0 y 1,5 kb en uno de los aislados sin curacién clinica
(HindIlI), y dos bandas distintivas de 0,65 kb y 0,5 kb (Mspl) en el aislado con
induccion de resistencia experimental. La mayoria de los pacientes
inform6 como procedencia y sitio de probable infeccién al estado Miranda
(57,14% y 71,42%, respectivamente), y una minoria (28,58%) tuvo falla
terapéutica. Fue posible identificar variaciones en los perfiles de
restriccion de aislados resistentes experimentalmente inducidos y de
pacientes con falla terapéutica. Adicionalmente, se propone un nuevo
método para la induccién de resistencia al farmaco en condiciones in vivo e in
vitro.

Palabras Clave: Leishmaniasis; Tratamiento; Resistencia; Marcadores
moleculares; Antimoniato de Meglumina.

MOLECULAR STUDY OF RESISTANCE TO THE ANTIMONIATE OF MEGLUMINA
(GLUCANTIME®) IN ISOLATED OF Leishmania sp. OF INTERNATIONAL
REFERENCE AND PATIENTS WITH LOCALIZED CUTANEOUS LEISHMANIASIS

ABSTRACT

Leishmania resistance to meglumine antimoniate or Glucantime® is one of
the main phenomena evident in patients with therapeutic failure, the study of
this phenomena is essential for the design of new therapeutic alternatives.
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In this work we describe an experimental study carried out
in order to do acomparative analysis of the genetic profile of
resistant and non-resistant strains to Glucantime®, and the
identification of possible genetic markers related to drug
resistance in cases of localized cutaneous leishmaniasis. To
do this, induction of resistance in vivo and in vitro to the
drug was performed using the therapeutic dose of
glucantime with the international reference strain of L. (V.)
braziliensis and compared with samples from patients with or
without therapeutic failure. Digestion with restriction enzymes
(HindIIl, Pstl, Mspl) and 1% agarose gel electrophoresis were
performed, using manual comparison and descriptive statistics
for the analysis. Bands of greater intensity were evident, with a
molecular weight between 2.0 and 1.5 kb in one of the
patients without clinical cure (HindlIll), and two distinctive
bands of 0.65 kb and 0.5 kb (Mspl) in the isolated with
induction of resistance experimentally. The majority of the
patients came from Miranda state and it is the probably site of
infection (57.14% and 71.42%, respectively), and a minority
(28.58%) had a therapeutic failure. It was possible to identify
variations in the restriction profiles of experimentally resistant
parasites and that from patients with therapeutic failure. In
addition, a new method for the induction of drug resistance
under in vivo and in vitro conditions was proposed.

Keywords: Leishmaniasis; Treatment; Resistance; Molecular
Markers; Meglumine Antimoniate.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad de transmision
vectorial, causada por parasitos del género
Leishmania spp, la cual se encuentra ampliamente
extendida en todo el mundo, especialmente en
regiones tropicales y en pacientes con estrato socio-
econoémico bajo (Handler et al., 2015). Desde que un
conjunto de cientificos (como Leishman, Donovan y
Viannia) descubrieron, de forma independiente, el
microorganismo causante de la enfermedad,
numerosas investigaciones han sido llevadas a cabo
para caracterizar a nivel basico y clinico una de las
parasitosis mas frecuentes en la actualidad, después
de la malaria o paludismo (OMS, 2010).

Las opciones terapéuticas de la enfermedad
incluyen drogas convencionales como los
antimoniales pentavalentes (SbV), Anfotericina B,
Miltefosina, Pentamidina y Paramomicina (De
Guglielmo et al., 2018). Los primeros (SbV) incluyen a
su vez, el antimoniato de meglumina o Glucantime®
(GLU) y el Estibogluconato de sodio, los mas
frecuentemente usados en Latinoameérica, segin los
datos disponibles para el afo 2008 (Tuon et al,
2008), logrando la cura satisfactoria del 76,5% de los

casos. En este orden de ideas, a pesar de que el
ha
la experiencia
terapéutica, el costo y los efectos adversos son
factores que condicionan a los SbV como la primera
opcidn terapéutica de la region.

Sin embargo, la resistencia adquirida al GLU (Berg
et al, 2013) es un fenébmeno cuya frecuencia ha
incrementado con el paso de los afios, inicialmente
en India (Lira et al, 1999), lo cual obligb a las
autoridades competentes a la aplicacion de
alternativas terapéuticas. A partir de ese momento,
la resistencia a los SbV se ha reportado en otras
Este fenémeno puede estudiarse a nivel
fenotipico, protedmico o gendémico (Jeddi et al.,
2011), siendo este ultimo evaluado, entre otros
métodos, mediante el andlisis de longitud de
fragmentos de restricciéon con endonucleasas, el cual
permite variabilidad genética entre
aislados sensibles al tratamiento,
mediante la comparacién de los patrones o perfiles
de restriccion obtenidos.

La falla terapéutica con los farmacos
convencionales es un fentmeno multifactorial, y
depende en buena medida de factores relacionados
al hospedador, coinfecciones, al farmaco y al
parasito (Ponte-Sucre et al,, 2017; Ait-Oudhia et al.,
2011). Dentro de este ultimo grupo de factores, se
incluye la resistencia al tratamiento (innata o
adquirida), reportada inicialmente en India (Lira et al.,
1999) y extendida eventualmente a otras regiones
del mundo mediante estudios de susceptibilidad a
antimicrobianos (Sereno et al., 2019). Sin embargo,
los datos epidemiolégicos sobre dicha problematica
son escasos, por lo que la necesidad de conocer el
estado actual de resistencia en los paises en los que
los antimoniales pentavalentes siguen siendo la
primera opcidbn terapéutica,
necesarios.

tratamiento con Pentamidina mostrado

resultados relativamente similares;

regiones.

evaluar la
resistentes 'y

son estrictamente
El objetivo del presente trabajo fue realizar un
analisis comparativo perfil  genético
observado en cepas experimentalmente resistentes y
GLU, de muestras
provenientes de pacientes con |y falla
terapéutica, con la finalidad de identificar posibles
marcadores genéticos relacionados con la resistencia

entre el

no resistentes al ademas

sin
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al farmaco en casos de leishmaniasis cutanea
localizada.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio experimental, cuyos aspectos
metodologicos basicos para la obtencion de muestras
y la posterior comparacion de perfiles genéticos se
resumieron en el algoritmo correspondiente a la
figura 1.

Muestras y animales de experimentacién

Para la induccion de resistencia in vivo al GLU, se
utilizo la cepa de referencia internacional de
Leishmania (V) braziliensis MHOM/BR/00/M2903).

Ademas, se seleccionaron cultivos de parasitos
previamente extraidos de pacientes que acudieron a la
consulta de dermatologia del IBJC. En ambos casos, los
aislados se encontraban en el banco de muestras
biolégicas del laboratorio de ingenieria genética del IB]C.

Leishmania (V.) braziliensis

Referencia internacional (OMS) Pacientes
MHOM/BR/00/M2903 Cultivos mantenidos en el laboratorio
Grupo expenmental Falla
Grupo control i Curados terapéutica

Comparacion

Comparacion

Figura 1. Algoritmo metodoldgico para obtencién de muestras y comparacion de perfiles genéticos.

El proceso de seleccion de muestras provenientes de
pacientes se realiz6 mediante muestreo no
probabilistico por conveniencia, segin disponibilidad
de las mismas en el laboratorio y con base en los
criterios de inclusion en el estudio. Estos ultimos
consistieron en poseer, segin los datos disponibles en
la historia clinica del paciente de origen: (a)
diagnoéstico  clinico de leishmaniasis cutanea
localizada, (b) tratamiento con antimoniato de
meglumina (Glucantime®) intralesional a dosis
terapéuticas (10-20 mg/kg/dia) con duracion segun
criterio clinico y (c) determinacion de especie por
métodos moleculares compatibles con infeccion por
Leishmania (V.) braziliensis. Los criterios de exclusion
incluyeron: (a) contaminacion de la muestra y (b) mala

calidad del material genético extraido.

Estos se estratificaron segin la respuesta al
tratamiento como “curados” y “no curados’, con base
en los criterios planteados por la OMS (PAHO, 2018).
Adicionalmente, y con fines descriptivos, se
identificaron las siguientes variables: duraciéon del
tratamiento hasta lograr la cura clinica, edad, sexo,
procedencia y lugar probable de infeccion.

Induccién de resistencia in vivo al antimoniato de
meglumina

La cepa de referencia de Leishmania (V.) braziliensis
(MHOM/BR/00/M2903) fue inoculada en la almohadilla
plantar de una de las patas traseras de ratones de la
cepa BALB/c, posterior a lo cual se esperaron ocho
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semanas antes de obtener una lesion significativa para
comenzar el tratamiento intralesional. = Dicho
procedimiento consisti6 en pesar diariamente al
animal, asi como también medir el tamafio de la pata
lesionada y la sana para determinar el tamafio de la
lesion. Se administré una dosis diaria de antimoniato
de meglumina de 20 mg/kg durante 12 dias. Cuando se
cumpli6 el tratamiento, se procedi® a tomar una
biopsia de la lesion para la obtencion de los parasitos.
Los mismos se mantuvieron en medios de cultivo con
la presencia de GLU, con el objetivo de mantener la
presion selectiva del farmaco.

Cultivo de parasitos

Los parasitos aislados se mantuvieron en medio
liquido M199 (Difco®) suplementado con suero fetal
bovino (al 10%), penicilina (10,000 U/mL),
estreptomicina (10,000 pg/mL) y GLU (4 mg/mL),
realizando pases sucesivos semanalmente. Después de
la induccién de resistencia al farmaco, los mismos
fueron masivamente y
crecimiento del grupo resistente (determinado por
recuento en camara de Newbauer) bajo la presencia de
GLU fue igual al de la cepa sensible (en un medio de
cultivo distinto sin GLU), se procedi6 a la extraccion de
ADN total (ADN), al quinto dia de cultivo. Los parasitos
considerados resistentes se denominaron “grupo
experimental”, mientras que aquellos que no estuvieron
expuestos al medicamento fueron denominados “grupo
control”.

cultivados cuando el

Extraccion de ADNt y determinacién de especie por
reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

Para la extraccion y cuantificacion de ADNt se
realizo el mismo procedimiento realizado en otro
estudio (Rodriguez et al, 2002). En cuanto a la
determinacion de especie por PCR, por cada aislado
proveniente de paciente, se realizd el procedimiento
con 100 ng de ADNt en una mezcla de reaccion que
contuvo 200 ng del oligonucledtido Bl (5'-GGG GTT
GGT GTA ATA TAG TGG-3') y B2 (5-CTA ATT GTG
CAC GGG GAG G-3); 2,5 mM de deoxinucleotidos
(dNTPs) y 2,5U de la enzima Taq Polimerasa. La
mezcla de reaccion fue sometida a 35 ciclos de
amplificacion (luego de 10 minutos a 90 °C
para lograr la completa desnaturalizacion). Cada
ciclo consistié en 1 minuto a 72 °C para amplificacion.

Para considerar a una muestra positiva para L. (V.)
braziliensis, se debia evidenciar el producto esperado de
750 pb.

Digestién con enzimas de restriccion

Se utilizaron las endonucleasas de restriccion HindlIII,
Pstl y Mspl (Promega®, 10 U/uL), mezclando 10 ug de
ADNt, 1 pL de enzima, 5 pL del buffer de la enzima
(10X) y agua destilada (hasta alcanzar un volumen de
20 pL). Las mezclas se incubaron a 37°C durante 24
horas. Se realizaron electroforesis en gel de agarosa al
1% con buffer TBE y tincién con 5 puL de bromuro de
etidio (0,5 pg/ul) para la visualizacion con luz
ultravioleta, tomandose una fotografia de cada gel
(MultiDoc-It UV Transiluminator de Analytic Jena®).

Analisis de resultados

Para el analisis se us6 estadistica descriptiva. Las
variables cuantitativas se expresaron con medidas de
frecuencia central (media), y las cualitativas en forma
de proporciones como porcentajes. El analisis
comparativo de las bandas observadas se realiz6 de
forma manual.

RESULTADOS

Se aplico una inyeccion intralesional diaria del
farmaco segun dosis ponderal previamente establecida,
durante 12 dias utilizandose 15 pL del farmaco
diariamente, no se registraron cambios de peso durante
dicho periodo. En total, se administraron 216 pL del
farmaco durante los 12 dias de tratamiento. En la
figura 2 se observa de forma grafica la disminucion
progresiva de la lesion en la almohadilla plantar trasera
del ratén, determinada por la diferencia de tamafio
diario entre la pata sanay la lesionada.

Se seleccionaron 7 muestras provenientes de
pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion
en el estudio. El promedio de edad de los
pacientes al momento del diagnostico fue de 44
afios, existiendo ligera tendencia hacia el sexo
femenino (57,14%) frente al masculino (42,86%). En
orden decreciente de frecuencia, los pacientes
provinieron del estado Miranda (57,14%), Vargas
(28,57%) vy el Distrito Capital (14,29%). En cuanto
al posible lugar de infeccion, predomind el estado
Miranda (71,42%), seguido de los estados Vargas'y
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Figura 2. Evolucidn de lesion ulcerada en la almohadilla plantar trasera de ratén BALB/c previamente inoculado con L.

(V.) braziliensis (MHOM/BR/00/M2903).

Tachira, con la misma proporcibn cada uno
(14,29%). La mayoria de los pacientes (71,42%)
fueron calificados como “curados” y el resto (28,58%)
como “‘no curados”. El promedio de duracién del
tratamiento fue de 4,8 y 13 meses para cada
grupo, respectivamente.

Se realizd la PCR segun el procedimiento antes
descrito para la determinacion de especie,
obteniéndose el producto esperado de 750 pb, tal
como se muestra en la figura 3.

Luego de la extraccion de ADNt y cuantificaciéon del
material genético, se procedio a realizar las digestiones
con endonucleasas de restriccion, que se realizaron
segun el protocolo antes descrito. En la figura 4, se
observa una electroforesis en gel de agarosa que
muestra el material genético proveniente de las

muestras aisladas de pacientes con la enzima HindlIIL
Al comparar las muestras, es posible evidenciar
diferencias significativas dadas por bandas de mayor
intensidad correspondiente a las bandas entre 2 y 1,5
kb en la muestra 1 de paciente (P1) respecto a la
muestra 3 (P3).

En la figura 5 se observa una comparaciéon entre
una muestra de un paciente con falla terapéutica (P1)
y el del grupo control y experimental, digeridos con la
enzima Pstl y Mspl, por separado. En el grupo control
se evidencia una banda de aproximadamente 0,6 kb.
En el aislado resistente se puede apreciar alrededor de
los 0,65 kb, por ultimo, una banda de casi 0,7 kb
correspondiente a P1. Por lo tanto, se identificaron
diferencias sutiles en cada uno de los aislados,
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obteniendo un perfil de restriccion distinto en cada
caso.

Por ultimo, al evaluar la digestion con Mspl, fue
posible observar en el grupo control una banda de
aproximadamente 0,6 kb, a diferencia del aislado
resistente en donde se observan dos bandas: una
correspondiente a 0,65 kb y otra de 0,5 kb. En el caso
de la muestra proveniente de P1, se observa una
banda unica de 0,6 kb. Por lo tanto, fue posible
identificar un patron de restriccion distinto en el
aislado con resistencia inducida experimentalmente y

el aislado proveniente del paciente con falla

terapéutica.

1353
1078
872
603

Productos de PCR de

Figura 3.
provenientes de pacientes en electroforesis en gel de
agarosa al 1% usando primers B1y B2.

muestras

1: Control positivo / 2: Control negativo / 3-9:
Pacientes (P1-P7, respectivamente) / MPM: Marcador de
peso molecular.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra digestion de ADN total con enzima HindlIl.
Imagen izquierda: L1-7: Muestras provenientes de pacientes / L8: Muestra no digerida / L9: Grupo control /
L10-11: Muestra no digerida / MPM: Marcador de peso molecular 100pb Axygen®. Imagen derecha: A: Paciente 1

(P1) / B: Paciente 3 (P3).

DISCUSION

En este trabajo se reportaron variaciones genéticas
evidentes mediante el analisis de polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccién en el ADNt de
aislados de Leishmania (V.) braziliensis, al comparar los
patrones de restriccion del ADNt de los parasitos

aislados de pacientes (con y sin curacion clinica),
respecto a los aislados provenientes de cepas de
referencia internacional (MHOM/BR/00/M2903) cuya
resistencia fue inducida experimentalmente mediante
inyecciones intra-lesionales en animales de
experimentacion y, posteriormente, con la presion
selectiva del farmaco en medios de cultivo. En general,
las bandas identificadas
molecular.

fueron de bajo peso
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra digestion de ADN sensible, resistente y de

paciente con enzimas Pstly Mspl en 24h.

Imagen izquierda: L1: Grupo control + Pstl / L2: Grupo experimental + Pstl / L3: P1 + Pstl / L4: Grupo control +
Mspl / L5: Grupo experimental + Mspl / Lé6: P1 + Mspl / MPM: Marcador de peso molecular 100 pb Axygen®. Imagen
derecha: A: Grupo control + Mspl / B: Grupo experimental + Mspl / C: Paciente 1 (P1) + Mspl.

La diferencia entre los perfiles de restriccion (con
Pstl o Mspl) en los aislados de referencia (sensibles
y resistentes) y el proveniente del paciente con falla
terapéutica, apoya
realizadas en estudios previos (Jeddi et al, 2011)

las hipétesis y conclusiones

(Adaui et al, 2011) que afirman el hecho de que
aislados con resistencia in vitro, no necesariamente
tienen la misma expresion genética que aquellos
provenientes de pacientes sin curacion clinica (es
decir, con resistencia). La
genes implicados
metabolismo de los antimoniales pentavalentes entre

aparente expresion

diferencial de ciertos en el
distintos aislados de L. (V.) braziliensis, hizo sugerir a
Adaui y colaboradores en el 2011 (Adaui et al, 2011)
una posible respuesta pleiotropica del parasito ante
la  presion del hecho
anteriormente evidenciado en L. donovani. Esto

sugiere que, experimentalmente, es posible obtener

selectiva farmaco, un

respuestas diferentes durante la exposicion al

farmaco y con la misma especie, aun en condiciones
controladas. Ademas, el hecho de que en este trabajo
se haya encontrado un perfil ligeramente distinto en el
paciente sin cura clinica sugiere pensar en la influencia
de la localizacion geografica y las caracteristicas
especificas del hospedero sobre el parasito, teniendo
en cuenta plasticidad genética de Leishmania como
género (Laffitte et al, 2016), provocando cambios
epigenéticos  (Rodriguez et al, 2002) que los
diferencien, desde el punto de vista molecular, de
aquellos manipulados experimentalmente.

Ademas, las diferencias observadas al comparar a los
pacientes sin curacion clinica (P1 y P3), en los que se
evidenciaron ligeras diferencias, pueden explicarse por
varias razones. La primera de ellas es que, en el
que ambos
se ha reportado una gran diversidad

supuesto caso de aislados fuesen
resistentes,
genética (Gomez et al.,, 2013) inclusive entre parasitos

de la misma especie, lo cual explicaria las diferencias
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observadas como consecuencia del genoma original
del parasito. Por otro lado, suponiendo que no hubiese
variabilidad genética implicada, y que efectivamente
ambos fuesen resistentes, las modificaciones
genéticas dadas por la presion selectiva de la droga no
siempre es igual, teniendo en cuenta los distintos
factores que pueden provocar cambios epigenéticos
en Leishmania (Afrin et al, 2019) en un mismo
momento, los cuales suelen estar relacionados al
hospedador. A pesar de ello, la identificacion de estos
factores no fue el objetivo en este estudio, aunque
constituye un topico de vital importancia para nuevas
investigaciones.

En el caso especifico de L. (V.) braziliensis, la
identificaciébn de variantes genéticas (sin tomar en
cuenta la resistencia al tratamiento) ha sido reportada
previamente en la En Venezuela, se

detectaron tres grupos de parasitos segin cambios

literatura.

moleculares evidenciados mediante digestibn con
enzimas de restriccion e hibridacion in situ con la
sonda LbJ38 (Rodriguez et al., 1997). Estos cambios se
relacionaron con la heterogeneidad de las bandas
observadas, cada una con peso molecular entre 0,5 y
1,6 kb (Rodriguez et al., 1998). Es por eso que, en el
presente trabajo, las diferencias entre los aislados de
pacientes con falla terapéutica podrian explicarse por
otros factores inherentes a la variabilidad genética
propia del parasito, mas alla de la probable relacion
con la resistencia a los antimoniales pentavalentes. La
diferencia de vectores y reservorios, los aspectos
geograficos y ecologicos son factores que influyen a
nivel mundial en la diversidad molecular del parasito,
independientemente de la exposicion a un farmaco
(Rodriguez et al., 1998).

La distribucion geografica de los pacientes en este
estudio se relaciona directamente con la cercania del
IBJC (localizado en el Distrito Capital). Sin embargo,
por lo menos en relacion al estado Miranda, este fue
reportado como el tercero con mayor namero de casos
de la
epidemiologia molecular en el ano 2001 (Rodriguez et
al., 1997), siendo superado solo por Lara y Mérida. En
de
correspondieron a L. (V.) braziliensis (62,12%), seguido

enfermedad en el udltimo estudio de

esta oportunidad, la mayoria los aislados

de L. (L.) mexicana (9,09%), siendo el resto de los

resultados  (28,79%) negativos. Puede que esta
tendencia se siga manteniendo en la actualidad,
aunque son necesarios nuevos estudios
epidemiolégicos en el area para corroborarlo.

Fue posible comprobar que la manipulacion
experimental realizada en este trabajo, con la que se
propone una nueva metodologia para la induccion de
resistencia in vivo (en vez de la clasica inducciéon in
vitro) es capaz de inducir cambios moleculares
evidentes, y que el hecho de que se observara un
perfil  ligeramente distinto en los aislados
provenientes de pacientes con falla terapéutica,
corrobora el hecho de que se trata de un fenobmeno
multifactorial en el que la resistencia al tratamiento
no es la tinica posibilidad a considerar.

La identificacion de marcadores genéticos de
resistencia es importante para identificar nuevos
blancos terapéuticos, y, por consiguiente, para el
desarrollo de nuevas alternativas de tratamiento. Sin
embargo, para que los resultados observados en
estudios de resistencia sean aplicables al contexto
clinico, es necesario el desarrollo de herramientas que
cumplan con una serie de condiciones (Sereno et al,
2019): (a) facil de estandarizar, (b) ser econémico, (c)
facil de manejar o realizar y (d) facil de interpretar. Es
por ello que el estudio constante de las alteraciones
genéticas debe profundizarse, con el objetivo de
permitir una diferencia significativa en el manejo
clinico de los pacientes.

CONCLUSIONES

Con base en los objetivos planteados inicialmente,
se detectaron perfiles de restriccion distintos
al comparar un aislado proveniente de paciente
con falla terapéutica respecto a aislados de L.
(V.) braziliensis  de  referencia  internacional
sensibles y resistentes al antimoniato de
meglumina, ademas de encontrarse diferencias
significativas al comparar los aislados provenientes
de pacientes sin curacion clinica entre si. Sin
embargo, el tamafio de la muestra es pequefio y

hace falta continuar este estudio incluyendo
un mayor numero, a fin de obtener resultados
mas concluyentes. Ademas, se logré formular

una nueva metodologia para la induccion de
resistencia en los parasitos, lo cual puede ser de gran
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utilidad para la obtencibn de marcadores

genéticos de resistencia al Glucantime®, que puedan
ser utiles para la indicacién del tratamiento a seguir

en el caso de la leishmaniasis cutanea localizada.
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PRELIMINARY STUDY OF THE In Vitro EFFECT OF THE Artemisia annua LEAVES
EXTRACT ON THE GROWTH OF Leishmania braziliensis

ABSTRACT

The first-line treatment against Leishmaniasis consists in the administration of
pentavalent antimonial, which produce unwanted and even highly harmful
side effects. On the other hand, there are several reports of the generation of
resistance to these drugs by the parasite, which has led to the evaluation of
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alternative therapies, highlighting the use of plants and / or their
active ingredients. Here we report the results of a preliminary
study on the effect of the extract of Artemisia annua L. in L. (V)
braziliensis and L. (L) mexicana, prevalent species in Venezuela, as
well as in parasites of L. (V) braziliensis Glucantime-resistant.
The parasites were grown in biphasic blood-based agar
medium. Several concentrations of the plant extract, between
10 and 30 mg, were tested, processed in sterile distilled water
by sonication and sterilized by autoclave. We observed the
reduction in the number of parasites even with the lowest
concentration, compared to that recorded in the controls.
Anti-Leishmania effect was also observed in
Glucantime resistant parasites. These results indicate the
potential utility of this plant in the treatment of Leishmaniasis
associated with L. (V) braziliensis and L. (L) mexicana and, even,
in cases resistant to Glucantime. In the future, it is important to
perform tests with a wider range of concentrations of the
compound, both in vitro and in murine models.

Keywords: Leishmaniasis; Leishmania braziliensis; Artemisia
annua; parasitical effect.

INTRODUCCION

El género Leishmania agrupa 21 especies conocidas de
parasitos intracelulares dimorficos, patogénicas al
hombre, responsables de la Leishmaniasis, parasitosis
endémica en grandes areas tropicales, subtropicales y en
la cuenca del Mediterraneo, con manifestaciones
clinicas diversas que incluyen la Leishmaniasis
Cutanea, la Leishmaniasis Mucosa y la Leishmaniasis
Visceral (Akhoundi et al., 2017).

En las Américas, entre 2001 y 2017, un total de
940.396 nuevos casos de Leishmaniasis Cutanea y
Mucosa fueron reportados por 17 de los 18 paises
endémicos, con un promedio anual de 55.317 casos
(OPS, 2019). Segun De Lima et al. (2010, 2011), en
Venezuela la Leishmaniasis Cutanea abarca todo el
territorio nacional con el 97,93% de los casos de
Leishmaniasis reportados entre 1998 'y 2009,
registrandose un namero total de 52.282 casos y una
tasa de incidencia que disminuye progresivamente a
partir del afio 2003 de 11,8 x 100.000 habitantes a
794 x 100.000 habitantes en 2009; los autores
destacan la existencia de un subregistro notable de los

casos. La  especie identificada con = mayor
frecuencia es L. (V) braziliensis, relacionada con la
Leishmaniasis ~ Cutanea, seguida por L. (L)

amazonensis 'y L. (L) mexicana, con una frecuencia
muy baja, relacionadas generalmente a la forma
difusa de la enfermedad que representa el 0,06% de
todos los casos de Leishmaniasis en Venezuela (Zerpa y
Convit, 2009).

Debido a que existen varias manifestaciones clinicas
de la parasitosis relacionadas a distintas especies del
parasito, con un amplio espectro de sensibilidad a los

farmacos disponibles, se han desarrollado diversos
tratamientos que incluyen terapias fisicas, vacunas,
compuestos naturales y quimioterapia con drogas
convencionales de las cuales las mas utilizadas
mundialmente son los antimoniales pentavalentes.
Las principales limitaciones de estas drogas son su
toxicidad para el paciente y el eventual desarrollo de
resistencia por parte de parasito (Layegh et al., 2009,
Pelaez, 2012).

Dentro de los compuestos naturales para el
tratamiento de la Leishmaniasis se ha probado la
artemisina o artemisinina, extraida de Artemisia
vulgaris y Artemisia annua, la cual ha sido efectiva en
estudios in vitro donde se aplicaron concentraciones
micro molares contra promastigotes y amastigotes de
de

destacando que no hubo efecto en la viabilidad de los

L. donovani infectando macrofagos raton,

macrofagos. La ausencia de efectos citotoxicos
también se observo en estudios con la linea celular
humana U937 y la Raw 264.7 de raton. Igualmente, se
ha reportado la reduccién de lesiones plantares en
ratones BALB/C infectados con L. major, asociada a la
disminucion de la carga parasitaria. Otros compuestos
aislados de Artemisia sp. evaluados para tratar la
Leishmaniasis son el “artemether” (arteméter) y el
artesunato, de los cuales solo el primero tuvo efecto
leishmanicida, aunque con menor potencia que la
artemisina (Avery et al., 2003; Yang et al, 1993,
Islamuddin et al., 2014; Mesa et al., 2017).

Asi mismo, se ha evaluado el efecto del polvo de la
hoja de esta planta en modelos in vitro e in vivo,
observandose la reduccion de la carga parasitaria y del
tamafio de lesiones cutaneas no complicadas
asociadas a L. (V) panamensis (Mesa et al., 2017).

Los estudios con esta planta para el tratamiento de
la Leishmaniasis son prometedores y en general se
han realizado con las especies L. major y L. donovani
del Viejo Mundo y con L. (V) panamensis del Nuevo
Mundo. En Venezuela, la especie prevalente es L. (V)
braziliensis y, tomando en cuenta las variaciones de
susceptibilidad ante distintos enfoques terapéuticos
por parte de las distintas especies del parasito, es
importante estudiar la accion de esta planta sobre la
mencionada especie.

En este sentido, el presente trabajo tuvo como
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objetivo la evaluacion del efecto del extracto de la
hoja de Artemisia annua L. en el crecimiento in vitro
de promastigotes L. (V) braziliensis y L. (L) mexicana,
especies prevalentes a nivel nacional. Considerando
que los antimoniales pentavalentes Glucantime® y
Pentostam® son los medicamentos de primera linea
usados mundialmente en el tratamiento anti-
Leishmania, se compar¢ el efecto del extracto vegetal
con el del Glucantime®.

MATERIALES Y METODOS

Parasitos. Se utilizaron dos cepas de Leishmania
spp.: L. (V) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) y L. (L)
mexicana (MHOM/BZ/82/BEL21).

Medios de cultivo. Los promastigotes de las cepas
del parasito fueron cultivados en medio bifasico Base
de Agar Sangre (GIBCO) y medio liquido.

- Base de Agar Sangre: se prepar6 al 4% en agua
destilada y se esteriliz6 en autoclave, 20 minutos a
121 °C y 15 Ib de presion. Se dej6 enfriar a 50°C-60°C
y se anadi6 sangre desfibrinada de conejo a la
concentracion del 10%, con 1000 U de penicilina por
cada mL de sangre. El medio se distribuyd en tubos
tapa rosca y placas de Petri estériles.

- Medio liquido: para un litro, se mezclaron 10 gr de
glucosa y 8,5 gr de NaCl, esterilizando por autoclave.
Material vegetal. Se utilizo6 el polvo de hojas de
Artemisia annua L. empaquetado en capsulas de
gelatina. Este material fue donado por el PECET de la
Universidad de Antioquia, Colombia, y fue obtenido
como se indica en Mesa et al. (2017).

El polvo fue disuelto en agua bidestilada estéril, a
razon de 150 mg/mL, procesado en sonicador
(Branson Sonifier 250) aplicando pulsos de 100 watt
durante media hora en hielo, para obtener particulas
mas finas del polvo y lograr una mejor disolucion en
el agua. Luego, se esteriliz6 por autoclave y se
centrifugd 10 min a 12.000 rpm para separar liquidos
y solidos. Estérilmente, se tomo la parte liquida para
hacer las pruebas con los parasitos.

Efecto de Artemisia annua L. sobre el crecimiento in
vitro de los parasitos. Para evaluar el efecto del
extracto vegetal en el crecimiento in vitro de las cepas
de Leishmania, se coloc6 un millbn de parasitos
(promastigotes) en placas de Petri con base de agar

sangre mas 2 mL de medio liquido. Se probaron 4
concentraciones del extracto vegetal: 10, 15, 20 y 30
mg, evaluando su efecto en el crecimiento, para lo cual
se cont6 el numero de parasitos vivos a las 72 horas
después de iniciado el ensayo (al comienzo de la fase
exponencial de crecimiento), utilizando coloracion con
azul tripano en camara de Neubauer. Igualmente, se
realizaron controles de parasitos creciendo en ausencia
del extracto. Cada prueba con los controles y con las
distintas concentraciones del extracto para las dos
cepas de parasitos, se realizo por triplicado.

Efecto del Glucantime sobre el crecimiento in vitro de
los paréasitos. El crecimiento de los parasitos en
presencia del extracto vegetal se compar6 con el
crecimiento observado en presencia del Glucantime®,
farmaco de referencia en el tratamiento de Ila
Leishmaniasis. Para ello, se colocaron 1x108 parasitos
en placas de Petri con el medio de cultivo bifasico,
incorporando 40 pg/mL de la droga (Sanofi-Aventis),
correspondiente a la dosis terapéutica reportada por
distintos investigadores. Se determiné el namero de
parasitos en camara de Neubauer mediante tincion con
azul tripano, a las 72 horas de iniciar el ensayo, el cual
se realiz6 por triplicado.

Efecto de Artemisia annua L. sobre el crecimiento in
vitro de parasitos resistentes al Glucantime. La
resistencia al Glucantime® se obtuvo gradualmente,
agregando concentraciones crecientes del farmaco a
promastigotes de L. (V) braziliensis en cultivo durante
los repiques semanales. La dosis se duplicé cada dos
semanas, iniciando con 10 pg de Glucantime® por
cada mL del medio de cultivo, hasta alcanzar la
concentracion de 3,9 mg/mlL, correspondiente a 200
veces la dosis terapéutica, aproximadamente. Estos
parasitos se cultivaron en presencia de la dosis
mencionada de Glucantime y de 10, 20 y 30 mg del
extracto de Artemisia annua L., tal como se indica en la
prueba del efecto del compuesto vegetal en el
crecimiento in vitro de Leishmania sensible al farmaco.
Se realiz6 un control con parasitos creciendo solo en
presencia del antimonial y otro control con parasitos
creciendo en presencia de 7,5 pg/mL de Anfotericina B,
otro compuesto usado para el tratamiento de la
Leishmaniasis. El ensayo se realizd por triplicado.
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RESULTADOS

Efecto de Artemisia annua L. sobre el crecimiento de
los parasitos

Una vez contados los parasitos, se calcul6 el promedio
del numero de células obtenido en las tres
réplicas realizadas. Estos datos se reportaron en la
figura 1.

70

60
= I ™m-2903
" so0 [ BEL-21
§
Z
5 40
-1
o
=
7 30

20+

10+

[ T [{ ] [ r | =1

Control 10 mg 15 mg 20 mg 30mg Glucantime

, 40 pg/ml
Tratamiento (A. annua L.) ng/m

Figura 1. Crecimiento de los pardsitos en presencia
del extracto de Artemisia annua L. y de Glucantime. Los
parasitos fueron contados 72h después de iniciar el
ensayo.

Como se observa en esta figura, el extracto vegetal
tuvo un efecto dependiente de la concentracion sobre
el crecimiento de los parasitos. La comparacion entre
el numero de células en los cultivos recibiendo
tratamiento y el de los controles pone en evidencia
una accion inhibitoria al aplicar la concentracion mas
baja del extracto (10 mg), con aproximadamente la
mitad de parasitos respecto a los reportados en los
controles. La concentraciéon mas alta (30 mg) ocasiond
la reduccion de aproximadamente 90% en el
crecimiento de los parasitos para la cepa M2903 con
respecto al crecimiento observado en los controles,
mientras que para la cepa BEL 21 esta concentracion
produjo la muerte del 70% de los parasitos sembrados
inicialmente, lo que parece indicar una mayor
sensibilidad frente al extracto vegetal para esta cepa

respecto a la cepa M2903.

Efecto de Artemisia annua L. sobre el crecimiento in
vitro de promastigotes de M2903 resistentes al
Glucantime.

Para probar el efecto de A. annua L. sobre parasitos
resistentes al Glucantime, promastigotes de M2903
resistentes a este farmaco se cultivaron en presencia
de 10, 20 y 30 mg del extracto vegetal. Los resultados
de esta prueba se muestran en la tabla 1 y la figura 2,
observandose que dicho extracto, a la concentracion
mas baja probada, redujo en aproximadamente un
50% la poblacion de parasitos con respecto al control
(cultivo en ausencia del extracto).

sobre el
de M2903

Tabla 1. Efecto de Artemisia annua L.
crecimiento in vitro de promastigotes
resistentes al Glucantime

Sin Anfotericina A. annua L
tratamiento B

(sin A. annua) 7,5 pg/ml

Tratamiento

10 mg 20mg  30mg

N° de parasitos

x 105 18.3 13 9.7 5 1.7
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=
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Control 10 mg 20 mg 30 mg

Tratamiento (A. annua L.)
Figura 2. Comparacion del efecto de A. annua en
el crecimiento de M2903 sensible y resistente al
Glucantime. Los parasitos fueron contados 72h
después de iniciar el ensayo.

El efecto
concentracion, observandose que a la mas alta

inhibitorio es dependiente de Ia

practicamente no hubo crecimiento y que el namero
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de parasitos fue similar al obtenido con Anfotericina
B. Este resultado es interesante debido a los reportes
de pérdida de sensibilidad a antimoniales durante el
tratamiento de pacientes con Leishmaniasis, ya que
sugiere que la artemisa es una opcién para terapia en
esta situacion, con menos costos y efectos nocivos
que otras drogas comerciales como la Anfotericina.

DISCUSION

Desde hace mas de 5 décadas los antimoniales
pentavalentes  bajo
Glucantime® y Pentostam®, son los medicamentos
de primera linea usados en el tratamiento de distintas
manifestaciones de la
Quimicamente son similares y su toxicidad y eficacia
estan relacionadas con el contenido de antimonio Sb5
+: la solucién de antimoniato de meglumina contiene
un 8,1% (81 mg/mL), mientras que la solucién de
estibogluconato de sodio contiene un 10% (100 mg/
mL). En la literatura se reportan dosis entre 20 y 120
mg/kg de peso, generalmente durante 20 dias, para el
tratamiento de las distintas manifestaciones clinicas
de la Leishmaniasis (Henao et al., 2004). Sin embargo,
se ha reportado la aparicion de resistencia por parte
del parasito, ademas de que causa efectos adversos
que incluyen anorexia, vomitos, nauseas,
abdominal, malestar, mialgias, artralgias, cefaleas,
sabor metalico y letargo; esto ha llevado a la busqueda
de tratamientos alternativos y nuevas drogas menos
dafiinas al paciente para tratar la enfermedad. Una de
estas alternativas consiste en el uso de la planta
Artemisia annua L. o sus derivados y principios activos
purificados, la cual, inicialmente, se ha usado con
éxito para tratar el paludismo, incluso resistente a la
cloroquina, y luego en estudios de Leishmaniasis con
las especies L. major, L. donovani y L. (V) panamensis,
incluyendo modelos murinos, pacientes y cultivo in
vitro de promastigotes y de amastigotes en macréfagos
de raton y lineas celulares humanas. En estos estudios
se ha destacado una alta efectividad y la ausencia de
efectos secundarios en los animales experimentales,
en los macrofagos y en las personas. Hasta ahora, se
han identificado dos compuestos presentes en
Artemisia  sp. leishmanicida, la
artemisinina y el arteméter, siendo el primero mas

los nombres comerciales

clinicas Leishmaniasis.

dolor

con actividad

efectivo que el segundo (Avery et al, 2003, Yang et
al, 1993, Mesa et al.,, 2017). En cuanto al mecanismo
de accion de este compuesto en kinetoplastidas,
particularmente en Tripanosoma cruzi y Tripanosoma
brucei rhodesiense, la artemisinina inhibi6 el
crecimiento in vitro y la actividad ATPasa calcio-
dependiente de las membranas de los parasitos, lo
que sugiere un efecto via bombas de membrana
(Mishina et al., 2017). En amastigotes intracelulares de
L. donovani, el efecto inhibitorio de aceites esenciales
de A. annua se relaciond con el mecanismo de muerte
celular programada (Islamuddin et al., 2014). Unido al
efecto leishmanicida, se ha observado que A. annua
estimula la respuesta inmune Th1 (Islamuddin et al.,
2015).

Para este estudio preliminar sobre el efecto de A.
annua L. en especies de Leishmania prevalentes en
Venezuela, se us6 el extracto vegetal completo
obtenido de la maceracién en agua destilada estéril
del polvo de las hojas de la planta. En otros trabajos,
este polvo ha sido disuelto en presencia de
compuestos organicos, especialmente DMSO (con
reportes controversiales de su toxicidad y efectos
adversos en el organismo, incluyendo alergias), y se
han probado fracciones del procesamiento con
distintos alcoholes. Para este trabajo, el polvo de las
hojas de A. annua se disolvio solo en agua, liquido
vital inocuo, sin efectos adversos, lo que seria
ventajoso en el uso de este vegetal como terapia
de

procesamiento y riesgos a la salud. En cuanto al uso

contra la Leishmaniasis, reduciendo costos
del polvo completo de hojas en lugar de fracciones o
del principio activo purificado, distintos autores han
resaltado las ventajas de este tipo de material. Se ha
extracto

observado que el completo contiene

compuestos, especialmente flavonoides, con un
efecto mas sinérgico que cuando se aplica el farmaco
derivado puro, destacando la inhibicion del citocromo
P450 humano implicado en el metabolismo de
compuestos exogenos, con lo que se incrementa la
vida media sérica del material administrado; la
combinacién de compuestos en el extracto pudiera,
de esta manera, influir en un menor riesgo de

desarrollo de resistencia en el parasito (Rodeiro et al.
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2009). También se ha demostrado en estudios con
terapia oral en modelos murinos, que la artemisinina
del polvo administrado en capsulas pasa rapidamente
del
Resultados similares fueron obtenidos en estudios con

sistema digestivo al torrente sanguineo.
pacientes de paludismo a los que se les administro té
de A. annua para tratar esta enfermedad (Rath et al.,
2004; Weathers et al., 2011).

El extracto vegetal se ensayd en el crecimiento in
vitro de promastigotes de L. (V) braziliensis y L. (L)
mexicana, especies prevalentes en las distintas
regiones endémicas de Venezuela, resaltando que en
general distintos investigadores han realizado estudios
con las especies L. major y L. donovani del Viejo
Mundo y con L. (V) panamensis del Nuevo Mundo. Se
probaron varias concentraciones del extracto. Se
observo que la concentracion mas baja redujo en mas
del 30 % el numero de promastigotes para las cepas en
estudio, mientras que la mas alta caus6 una reduccion
entre 90 y 100 %. Esto pone en evidencia un efecto
inhibitorio de A. annua sobre el crecimiento y
multiplicacion in vitro de los promastigotes de estas
especies, concordando con los resultados de otros
investigadores en otras especies de Leishmania spp.

Otra prueba realizada en este estudio consisti6 en la
obtencién de promastigotes de M2903 resistentes al
Glucantime para evaluar el efecto del extracto vegetal
Tal

incrementando gradualmente durante los repiques, la

en su crecimiento. resistencia se obtuvo
concentracion de la droga. A este respecto, distintos
investigadores han demostrado la susceptibilidad in
vitro de promastigotes spp. a
antimoniales y que dicha sensibilidad es menor a la

reportada para amastigotes dentro de macrofagos en

de Leishmania

el caso del Glucantime, pero similar en el caso del
Pentostam (Berman et al., 1989). Tal accién inhibitoria
del Glucantime se ve afectada por la composicion del
medio de cultivo, reportandose en medios complejos
suplementados,
suplementados y muy ricos en nutrientes tiende a

no mientras que en medios
observarse resistencia a la droga por parte de los
promastigotes; esto pudiera explicar la existencia de
resultados controversiales en cuando a la sensibilidad
de promastigotes al Glucantime (Moreira et al., 1995).

Por su parte, Moreira y Petrillo-Peixoto (1991),

evaluando el efecto del Glucantime en el crecimiento
in vitro de promastigotes de Leishmania en
Suramérica, reportan diferencia de susceptibilidad
entre distintas cepas, observando en las mas sensibles
naturalmente (L. (V) braziliensis M2903 y L. (V)
guyanensis M1176) la inhibicion dosis-dependiente
del crecimiento, en un rango de 0,23 a 23 mM; las
cepas naturalmente resistentes (L. (L) amazonensis
M10996 y L. (V) braziliensis LTB259), fueron inhibidas
a concentraciones mucho mas altas del antimonial
(entre 20 mM- 70 mM). Similarmente a este estudio,
Grogl et al. (1989) desarrollaron resistencia al
Glucantime en promastigotes naturalmente sensibles,
exponiéndolos gradualmente a
crecientes de la droga. Senalan la inestabilidad de esta
resistencia en parasitos con pocos pases en presencia
de la droga (tres o menos) y la observacion de
estabilidad después del tercer repique; en
hacen énfasis en el riesgo de
emergencia de resistencia a antimoniales en
Leishmania debido a la aplicacion de dosis
inadecuadas de la droga durante el tratamiento de la
parasitosis.

En este estudio, se trabajo con promastigotes de
M2903 expuestos al antimonial durante mas de 6
pases y al tratarlos con el extracto vegetal se
obtuvieron  resultados los de
promastigotes sensibles creciendo en presencia de
dicho extracto, lo que pone en evidencia la posible
utilidad de este vegetal en pacientes que desarrollen
resistencia o tengan poca respuesta al tratamiento
con el Glucantime. Al comparar el efecto de Artemisia
annua en el crecimiento de los promastigotes de L. (V)
braziliensis, (especie mas comun encontrada en
Venezuela) con el del Glucantime, se observo que la
accion del farmaco a la concentraciéon utilizada fue
menor que la de las dosis probadas del extracto
vegetal, resaltando aiin mas la utilidad de la planta en
el tratamiento de la Leishmaniasis.

concentraciones

consecuencia,

similares a

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio preliminar indicarian
la posibilidad de usar A. annua en el tratamiento de
la Leishmaniasis relacionada a L. (V) braziliensis y L.
(L) mexicana, destacando el efecto inhibitorio en el
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crecimiento del parasito y la nula toxicidad para
macrofagos e, incluso, pacientes, segin resultados
obtenidos por otros investigadores. Ya la OMS ha
sefialado la utilidad de esta planta en el tratamiento
de paludismo. En el caso del tratamiento de la
Leishmaniasis, debido a la posibilidad del eventual
desarrollo de resistencia por parte del parasito, es
importante considerar la implementaciéon de esta
planta en combinacién con otros compuestos, asi
como la realizacion de evaluaciones que permitan
determinar la dosis mas adecuada para evitar o reducir
el riesgo de pérdida de susceptibilidad. También son
muy importantes para este topico aquellos estudios
que permitan establecer el mecanismo de accion
inhibitorio de A. annua sobre el crecimiento de
Leishmania spp. A futuro, como continuaciéon de este
estudio preliminar, es de interés realizar pruebas
ampliando el rango de concentraciones del extracto y
de Leishmania, en promastigotes,
like”,
modelos murinos, para conocer realmente el potencial

las especies

amastigotes y “amastigotes asi como en

de esta planta en el tratamiento de la Leishmaniasis.
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Inmunogenicidad de péptidos
sintéticos de p36/LACK de
Leishmania donovani en caninos
con leishmaniasis visceral

RESUMEN

Diversas investigaciones han documentado que en la leishmaniasis visceral
canina (LVC), causada por Leishmania infantum/chagasi, el tratamiento con los
famacos convencionales no logra resolver la infeccion. Por lo tanto, es muy
importante desarrollar nuevas estrategias en el tratamiento de la LVC para
controlar la propagacion de la enfermedad entre los perros y de los perros a los
humanos. En el presente estudio, se analiz6 la respuesta de citocinas inducida
por 5 secuencias de epitopes derivadas de p36/LACK de L. donovani,
seleccionadas in silico y sintetizadas en un estudio previo. La produccién de
IFN-y, IL-6 y TNF-a se determinaron por ELISA en los sobrenadantes de cultivos
de células mononucleares de sangre periférica de caninos naturalmente
infectados sintomaticos (LVC) y perros sanos, estimulados in vitro en ausencia o
presencia de fitohemaglutinina, antigenos crudos de L. donovani (Ld) y 5
péptidos sintéticos de la proteina p36/LACK. Los péptidos p36L02, p36L03 y
p36L04 indujeron produccion de IFN-y (p<0,01). Mientras que una baja
secrecion de IL-6 se observo tras la estimulacion con p36L01, p36L02 y p36L03.
Los péptidos no estimularon a la produccion de TNF-a en los cultivos
linfocitario de los perros parasitados. Los resultados generales sugieren que los
péptidos p36L02, p36L03 y p36L04 podrian ser buenos candidatos en el
desarrollo de vacunas de segunda generacién y/o inmunoterapia debido a la
induccion de IFN-y de proteccion.

Palabras Clave: leishmaniasis visceral; caninos, citocinas; epitopes; p36/LACK;
péptidos sintéticos.

IMMUNOGENICITY OF P36/LACK SYNTHETIC PEPTIDES OF Leishmania
donovani IN CANINES WITH VISCERAL LEISHMANIASIS

ABSTRACT

Several investigations have documented that in canine visceral leishmaniasis
(CVL), caused by Leishmania infantum/chagasis, conventional drug treatments
fail to resolve the infection. Therefore, it is very important to develop new
strategies of CVL treatment to control the spread of the disease between dogs
and from dogs to humans. In the present study, we analyzed the cytokine
response induced by 5 epitope sequences derived from L. donovani p36/LACK,
selected in silico and synthesized in a previous study. The production of IFN-y,
IL-6 and TNF-a were determined by ELISA in supernatants of peripheral blood
mononuclear cell cultures from symptomatic and naturally infected canines
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(CVL), stimulated in vitro with or without PHA, L. donovani (Ld)
crude antigens and 5 synthetic peptides of the p36/LACK
protein. Peptides p36L02, p36L03 and p36L04 induced IFN-y,
production (p<0.01). While a low IL-6 secretion was observed
after stimulation with p36L01, p36L0Z2 and p36L03. The peptides
did not stimulate the production of TNF-a in the lymphocyte
cultures of the parasitized dogs. Overall results suggest that the
peptides p36L02, p36L03 and p36L04 might be good candidates
in the development of second-generation vaccines and/or
immunotherapy due to the induction of protective IFN-y.

Keywords: Visceral leishmaniasis; canines; cytokines; epitopes;
p36/LACK; Synthetic peptides.

INTRODUCCION

La leishmaniasis visceral (LV) es una parasitosis
severa causada principalmente por L. (L) donovani y L.
(L) infantum (sinébnimo L. chagasi). Esta enfermedad
puede ser letal si no es diagnosticada y tratada a
tiempo. Estudios previos han demostrado que en
muridos infectados con L. (L) donovani y caninos
infectados con L. (L) infantum, la resistencia frente al
parasito se asocia con el predominio de citocinas
proinflamatorias tales como el IFN-y, TNF-q,
caracteris tico a respuestas inmunitarias de tipo CD4
*Th1, por otro lado, se ha asociado susceptibilidad
frente al parasito cuando se desarrollan respuestas de
tipo CD4*Th2 (Kaye y Scott, 2011; Nieto et al., 2011).

En Venezuela la LV, representa un problema de
salud puablica debido a la gran distribucion que esta
posee en nuestro pais, donde el Estado
Nueva Esparta es el foco endémico mas estudiado
(Lugo et al., 2015; Zerpa et al., 2003a). Diferentes
trabajos han mostrado que los perros son uno de
los principales reservorios  domésticos y  peri-
domésticos del parasito, éstos son fuente importante
de infeccién para el vector, representando un alto
potencial de riesgo para los humanos debido a la
estrecha relacion entre humanos y perros (Okuno et
al., 2002; Silva, 2008).

El tratamiento con quimioterapia para la LV
canina es poco efectivo debido a la resistencia a
los medicamentos, la toxicidad y el incumplimiento
(Baxarias et al., 2019; Maia et al., 2010; Uliana et
al, 2018). De ahi la importancia en investigar
nuevas alternativas terapéuticas tales como vacunas
o inmunoterapias, siendo los métodos preventivos
mas confiable y rentables, para tratar de evitar o
minimizar la transmision del parasito entre caninos y
humanos (Baxarias et al., 2019; Ghorbani y Farhoudi,

2018; Gongalves
2014). En
LACK

candidato para vacuna debido a lo siguiente: tiene
un rol predominante en la inmunopatogénesis de la

2019; Singh y Sundar,
p36/
como un

et al,

ese sentido, el antigeno

es de particular interés

infeccion; la secuencia aminoacidica de  36kDa
LACK es altamente conservada en amastigotes
y promastigotes de diferentes especies de

Leishmania, es un analogo del receptor de la kinasa

C preactivada (PKC), la cual tiene importantes
funciones como mediador de las interacciones
entre  proteinas activadoras y/o sefializadoras

(Okuno et al., 2002). Algunos estudios han mostrado
que p36/LACK
Leishmania, a través de la inmunizacién con ADN-

la induce proteccion contra
p36/LACK seguido de una re-inmunizacién con virus
vaccinia-p36/LACK de
de contra

Leishmania, en maridos (Dondji et al., 2005; Gomes

induciendo  activacion

respuesta células T y proteccion
et al.,, 2007) y perros (Ramiro et al., 2003; Ramos et
al., 2008). En

inmunizacion intranasal de hamsteres con LACK

otro estudio, la
ADN activd el desarrollo de una respuesta inmune
que le permitié a estos animales resistir un reto
con L. (L) chagasi (De Oliveira Gomes et al., 2011).
Sin embargo, en caninos poco se conoce del posible
rol protector de la p36/LACK y su potencial uso en
de

€eso nos propusimos evaluar en

el desarrollo inmunoterapias para  estos

animales, por
linfocitos de perros con LVC, la respuesta de
citocinas pro-inflamatorias luego de estimulaciéon
con cinco determinantes antigénicos derivados
de p36/LACK,

por nosotros (Teran-Angel et al., 2007).

la identificados previamente

MATERIALES Y METODOS

Péptidos

Los péptidos sintéticos derivados de la proteina p36/
LACK de L. donovani evaluados, fueron los siguientes:
p36LO1 (97-114 GQCQRKFLKHTKDVLAVA), p36L02
(129-152 VIRVWNVAGECMHEFLRDGHEDW), p36L03
(171-188 SWDNTIKVWNVNGGKCER), p36L04
(184-199 GKCERTLKGHSNYVSTV) y p36L05 (292-309
NTLYSGHKDNLIRVWSIS). Los mismos fueron

187 | Tribuna del Investigador |Vol. 21, No 2, 2020



Inmunogenicidad de péptidos sintéticos de p3é/lack de Leishmania donovani en caninos con leishmaniasis visceral

identificados previamente por nosotros (Teran-Angel
et al, 2007). Fueron sintetizados en fase soélida y
purificados (>90%) mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) por el
laboratorio de Sintesis de Péptidos del Instituto de
Medicina Tropical, Facultad de Medicina — UCV,
Venezuela.

Poblacién de estudio

Se estudiaron 24 perros domésticos con infeccion
natural por L. infantum/chagasi provenientes de
zonas endémicas de la Isla de Margarita (estado
Nueva Esparta, Venezuela) y 12  caninos
clinicamente sanos, del bioterio de la Escuela de
Medicina José Maria Vargas (UCV).

Los caninos se seleccionaron acorde a la presencia
de tres o mas signos clinicos: pérdida de peso,
opacidad corneal, onicogrifosis, alopecia, ulceras
cutaneas, hepatoesplenomegalia y ganglios linfaticos
palpables (Alvar et al, 2004). Posteriormente, el
diagnoéstico de Leishmaniasis visceral canina (LVC)
fue confirmado en el Laboratorio de Leishmaniasis
de la Corporacion de Salud (CORPOSALUD) del
MPPS (estado Nueva Esparta, Venezuela), mediante
el método serologico con 1K39, (kinesina de L.
infantum/chagasi, epitope
reconocido por linfocitos B) (Badaré6 et al., 1996; Braz
et al., 2002; Teran-Angel et al., 2010). Método de alta

sensibilidad y especificidad utilizado de rutina en

inmunodominante

Venezuela para la confirmacion del diagnostico de
LV humana y canina (Zerpa et al., 2003b).

La manipulacion de los animales, se llevo a cabo
siguiendo los lineamientos del Codigo de Etica para
la Vida del MPPCTI (Codigo de Ftica para la Vida,
2010), capitulo 3 y aprobado por el Comité de
Bioética del Instituto de Biomedicina UCV-MPPS. La
recoleccion de datos y muestras biolégicas de los
perros bajo
informado de sus duefios.

fueron realizados consentimiento

Se tomaron muestras de sangre periférica por
venopuncion a 24 perros con LVC y 12 perros sanos
incluidos en el estudio (rK39 negativos), para la
obtencién de suero y cultivo in vitro de células

mononucleares.

Cultivo linfocitario in vitro con péptidos

Células mononucleares de sangre periférica
(PBMC), fueron aisladas de 20 mL de sangre venosa
heparinizada de perros con LVC y perros sanos
mediante la modificacion de un protocolo descrito
previamente (Ramayo et al., 2005). Brevemente, se
realizé6 un gradiente de densidad con Lymphoprep™
(STEMCELL™) y con sangre heparinizada, diluidas 1:1
en solucion de PBS estéril pH 7,2 a 400g durante 20
min. El halo enriquecido con células mononucleares
se colectd y lavd tres veces en PBS, Las células
obtenidas se suspendieron en RPMI 1640 (Gibco,
USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino y
100 U/mL de 100 pg/mL de

estreptomicina células

penicilina y
(Gibco®),
dispensadas por triplicado para cada condicion

Las fueron
experimental, en placas fondo plano estériles de 96
pozos (Nunc Thermo Scientific) a una concentracion
de 2 x 10° células/pozo y se estimularon con 20 g/
mL de p36L01, p36L02, p36L03, p36L04, p36L05,
fitohemaglutinina (PHA; 1 pg/pozo), antigeno crudo
de Leishmania donovani (MHOM/IN/80/DDS8) 2 x 10°
parasitos/pozo o solo medio RPMI suplementado. Las
placas fueron incubadas a 37°C y 5% CO?. A los 3
dias, se colectaron 100 uL/pozo de sobrenadante para
la condicion de estimulacién con fitohemaglutinina y
a los 5 dias para los cultivos estimulados con L.
donovani y los péptidos bajo estudio, se almacené a
70°C para posterior evaluacion de citocinas.

Determinacién de citocinas

Las concentraciones de IFN-y, TNF-a e IL-6 en los
sueros y sobrenadantes de los cultivos linfocitarios de
los perros con LVC y sanos, se determinaron mediante
ELISA de captura comerciales siguiendo las
instrucciones del fabricante (R&D Systems, MN, USA).
Las concentraciones de cada citocina se obtuvieron a
partir de wuna curva patrén construida con
recombinante de cada citocina suministradas por los
kits (Canine TNF-a DuoSet®, sensibilidad: 15,6 - 1000
pg/mL; Canine IFN-y, DuoSet®, sensibilidad: 31,2 -
2000 pg/mL; Canine IL-6 DuoSet®,
sensibilidad: 62,5 - 4000 pg/mL; R&D Systems, MN,

USA). Los resultados fueron expresados en pg/mL.
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Analisis estadistico

Las diferencias entre los grupos para cada

parametro evaluado fueron establecidas mediante
de Mann-Whitney. Las
fueron consideradas significativas cuando p<0,05.

el test comparaciones

Para los analisis se us6 el programa Prism 5 para

Windows, version 5.01 (GraphPad Software, Inc.
2007).
RESULTADOS

Evaluacién serolégica de los perros con LVC

Para estudiar la inmunogenicidad de los péptidos,
se decidi6 previamente evaluar el estado
inmunolégico de los perros bajo estudio (LVC vy
sanos), para ello se les determinaron las
concentraciones séricas de IFN-y, TNF-a e IL-6
(Figura 1).

En los perros enfermos se evidencié una menor
(p<0,05) concentracién de IFN-y (228,82 + 163,69 pg/
mL) y de TNF-a (17,37 + 7,85 pg/mL) respecto a lo
encontrado en los perros sanos: 447,8 + 147,49 pg/
mL para IFN-y y 26,45 + 11,6 pg/mL para TNF-a
(Figura la y 1b). En contraste, no evidenciamos
diferencias significativas en la concentracién sérica

de IL-6, entre ambos grupos de caninos (Figura 1c).

Respuesta de citocinas en cultivos de PBMC
estimulados con PHA, L. donovani y los péptidos
sintéticos de p36/LACK

La figura 2 muestra la concentracion (pg/mL)
promedio + desviacion estandar de IFN-y, TNF-o e
IL-6 en respuesta al mitégeno PHA, en los cultivos
linfocitarios de los caninos sintomaticos y sanos. Las
células de los perros sanos produjeron mayores
(p<0,05) concentraciones de IFN-y y TNF-a en
respuesta a la PHA (44,4 + 25,7 pg/mL; 203,8 + 74,5
pg/mL; respectivamente) comparado con lo
encontrado en los perros con LVC (10,8 + 8,0 pg/mL;
72,6 + 20,2 pg/mL; respectivamente). Mientras que, la
IL-6 detectada en los sobrenadantes de los cultivos
celulares de los perros infectados (58,6 + 21,6 pg/mL)
significativamente (p<0,05)
comparado con los perros sanos (34,2 + 29,9 pg/mL).

estuvo incrementada
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Figura 1. Concentraciones séricas de citocinas de

caninos con LVC y sanos. (a) citocina Th1 IFN=y, (b) y (c)
citocinas proinflamatorias TNF-o e IL-6.

La respuesta de citoquinas [FN-y, TNF-a e IL-6
luego estimulacién de PBMC de caninos
sintomaticos y controles sanos con antigeno crudo de
Ld o los péptidos epitopes de p36/LACK se representa

las

en la figura 3. Los perros con LVC mostraron una
disminucion de TNF-a y un incremento IL-6
luego de con Ld
comparado con lo observado en los perros sanos.

significativos estimulacion
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Figura 2. Produccion de citocinas en cultivos de
linfocitos de caninos con Leishmaniasis visceral (LVC) y
perros sanos estimulados con PHA. * p<0,05.

Los péptidos de p36/LACK indujeron una
respuesta de citocinas en mas del 20% de la poblacion
de los perros con LVC y sanos. Interesantes resultados
obtuvimos con tres de ellos (p36L02, p36L03 y
p36L04), cuya respuesta de IFN-y en los caninos
infectados p36L02 (194,0 + 70,7 pg/mL), p36L0O3
(233,6 = 49,3 pg/mL) y p36L04 (344,8 + 68,3 pg/mL),
fue significativamente mayor (p<0,05) que la obtenida
en respuesta al antigeno crudo de Ld (117,4 + 45,6 pg/
mL) (Figura 3a). Mas aun, la respuesta de IFN-y
asociada a estas secuencias (p36L02, p36L03 y p36L04)
resultdé ser mucho mayor (p<0,01) en los perros
infectados comparado con los sanos.

En la Figura 3b, se puede apreciar que en los perros
con LVC, estos péptidos no indujeron produccion de
TNF-q,
el estimulo

en contraste a lo observado previamente bajo
Ld (236 + 64
Adicionalmente, respecto a la IL-6, demostramos que

con pg/mL).
a diferencia de lo obtenido en los cultivos estimulados
con Ld para perros infectados, los péptidos p36L0Z2,
p36L03 y p36L04 no indujeron una produccion
importante de esta citocina. Finalmente, los péptidos
p36L01 y p36LO5 no indujeron una produccion
significativa de las citocinas estudiadas (datos no

mostrados).
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Figura 3. Produccién de citocinas en cultivos de linfocitos
de caninos con Leishmaniasis visceral (LVC) y perros
sanos estimulados con L. donovani (Ld) y péptidos. (a)
citocina Th1 IFN-y. (b) y (c) Citocinas proinflamatorias
TNF-a e IL-6. * p<0,05.
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DISCUSION

Es conocido que en leishmaniasis visceral, la
principal respuesta protectora frente al parasito
Leishmania, es inducida principalmente por la
respuesta inmune de tipo CD4*' Thl, caracterizada
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por la produccion de IFN-y y TNF-a. Este tipo de
respuesta esta relacionada con la regulacion positiva
de la actividad leishmanicida en los macrofagos
(Gongalves et al., 2019; Koutinas y Koutinas, 2014),
principal mecanismo efector de la muerte intracelular
de los amastigotes de Leishmania (Barbiéri, 2006;
Scott y Novais, 2016). En este sentido, el [FN-y y el
TNF-a, son predominantes en perros asintomaticos,
lo que demuestra su potencial protector contra la
enfermedad (Costa-Pereira et al.,, 2015; Rodriguez et
al., 2010).

Los perros incorporados en nuestro estudio, con
diagnostico confirmado de LVC por criterios clinicos
y la seropositividad a la prueba con rK39, también
presentaron pobres niveles serologicos de IFN-y y
TNF-a.
otras investigaciones, en las cuales se ha evidenciado

Resultados similares se han reportado en

que los perros con baja respuesta de estas citocinas
(IFN-y y TNF-a) presentaban sintomatologia clinica
(Barbiéri, 2006; Boggiatto et al., 2010; Rodriguez et al.,
2010) con una mayor parasitemia (Martinez-Orellana
et al, 2017; Solano-Gallego et al., 2009).
estudios, tampoco encontraron diferencias en las

Estos

concentraciones serologicas de IL-6 en perros con
LVC (Rodriguez et al., 2010).

Con relacion a las respuestas in vitro, se ha
observado en caninos, que los linfocitos de animales
polisintomaticos con LVC estimulados con antigenos
crudos de Leishmania spp producen concentraciones
bajas de IFN-y, IL-18, TNF-a e IL-10,
concuerda con nuestros hallazgos (Carrillo y Moreno,

lo cual

2009). En estos estudios también han reportado,
concentraciones significativas de IL-6 en respuesta a
los estimulos especificos ya mencionados (Dayakar et
al., 2019). Nuestra investigacion reprodujo estas
observaciones: las células mononucleares de caninos
con LVC mostraron una mayor producciéon de IL-6 en
respuesta a la PHA y al antigeno crudo de L. donovani.
Lo cual indica que la baja produccion de citocinas
proinflamatorias junto a los elevados niveles de IL-6
esta vinculada con la progresion de la enfermedad.
Estudios con p36/LACK han demostrado que es
esencial para la viabilidad del parasito y para su

establecimiento en el huésped.

La respuesta inmunolodgica a esta molécula ha sido
estudiada y utilizada para estudios experimentales de
vacunas (De Oliveira Gomes et al., 2011; Dondji et al.,
2005; Ramiro et al, 2003; Ramos et al, 2008),
también se ha utilizado como herramienta para
investigar mecanismos relacionados con inmunidad y
ensayado en varios
proporcionando
heterogéneos (Alcolea et al., 2019; Evans y Kedzierski,
2012).

Mediante el analisis in silico de p36/LACK de L

donovani, (99% homologa

se ha experimentos de

inmunizacion, resultados

con la de L. infantum/
chaguasi especie infectante de los caninos estudiados)
seleccionado 5 péptidos epitopes, en un
estudio previo. Estos péptidos constituyen epitopes
T ya que tienen estructura a- hélice anfipatica con

hemos

patrones repetitivos conocidos por unirse a las
moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase [ y II (Teran-Angel
et al., 2007).

En el presente estudio, evidenciamos que tres de
los cinco péptidos, pudieron ser reconocidos por los
linfocitos T de los caninos sintomaticos y activarlos.
Como lo refleja la produccion de IFN-y asociada a las
secuencias p36L02, p36L03 y p36L04, que resultd ser
mucho mayor en los perros infectados que en los
sanos. Esto sugiere que estos péptidos son epitopes
inmuno-dominantes dentro de la molécula p36/
LACK, involucrados en el desarrollo de una respuesta
mediada por células T, que incluye la estimulacion y
proliferacion de células productoras de citocinas
como IFN-y, que potenciaria la actividad anti-
Leishmania mediada por radicales de oxigeno y el
Oxido nitrico, esenciales para la proteccion y/o
curacion de la LV (Dias et al., 2018; Reed et al., 2016;
Singh y Sundar, 2014).

Con respecto al TNF-a,
produccion importante de esta citocina en los
cultivos linfocitarios de perros con LV al estimularlos
con el antigeno crudo de Ld y los 5 péptidos. El TNF-a

no encontramos una

junto con el IFN-y, se asocian con respuestas Thl,
por lo que esperabamos una respuesta similar a la
obtenida con el [FN-y, sin embargo, esto no fue asi.
Probablemente el TNF-a pudo haberse producido
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tempranamente y para el momento en que se

colectaron los sobrenadantes de los cultivos
estimulados con Ld y péptidos, éste podria haberse
consumido.

Ninguno de los péptidos indujo una produccion
evidente de IL-6,

que esta citocina se ha

resultado alentador puesto

relacionado con la

progresion de la enfermedad en  humanos
y caninos (Dayakar et al., 2019).

Las vacunas clasicas contra la leishmaniasis han
estado basadas en el uso de parasitos atenuados o
subunidades del mismo, lo cual es desventajoso

porque consisten en un amplio rango de

activar
En
en vacunas e

determinantes antigénicos capaces de
respuestas protectoras o respuestas inadecuadas.
contraste, el uso de péptidos
inmunoterapias tiene varios beneficios como lo son:
buena estabilidad, ausencia de toxicidad, baja
complejidad y bajo costo. Por lo cual, si se
acompania de un adjuvante apropiado puede ser de
utilidad en el desarrollo de
terapéutica (De Brito et al., 2018).

En conclusién, estos resultados sugieren el

una vacuna

potencial inmunogénico de estos péptidos: p36L02,
p36LO3 'y p36L04,
considerados como base en el desarrollo de terapias

los cuales pudieran ser

alternativas por asociarse con una alta produccion de
IFN-y por los linfocitos de los perros con LVC, que
podria contribuir con su recuperacion.
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VISCERAL LEISHMANIASIS: APROACH TO A CONTROL PROGRAM BASED IN
HEALTH EDUCATION AND GEORREFERENCE

ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious disease, characterized by a spectrum of clinical
manifestations in humans and caused by various species of the parasite
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Leishmania. Unlike American cutaneous leishmaniasis (ACL)
considered an anthroponosis, Visceral Leishmaniasis (LV) is a
fatal zoonosis and in Latin America the causative agent is
Leishmania infantum, mainly affecting children younger than
ten (10) years in which it is recorded a high mortality rate in
endemic areas, thus constituting a serious public health
problem. The domestic dog is the main reservoir of this disease
and in turn may or may not suffer signs and symptoms of it,
leading to the death of the canine. The possession of infected
domestic dogs represents a risk factor in endemic areas.
Therefore disease control measures should not be addressed in
the same way as ACL. In this sense, the comprehensive control
program of this endemic is assumed from a perspective where
health education and social participation play a strategic role
focused on the premise: Training to transform and specifically
directed to the training of health personnel in primary care and
these as multipliers in endemic communities, together with
canine control activities performed by the zoonotic office, can
positively modify the indicators of the control program in a
progressive and sustainable way. The inclusion of a
georeference system as a comprehensive geospatial tool of the
behavior of the endemicity, guarantees the efficient use of
resources and the effectiveness in the application of control
measures.

Keywords: Control Program; Leishmaniasis; Visceral;, Health
Education; Georeference; GSI.

INTRODUCCION

El término leishmaniasis describe a un conjunto de
enfermedades causadas por la infeccion con alguno
de los protozoos del género Leishmania que se
transmite al ser humano y a otros hospedadores
vertebrados a través de la picadura de insectos de la
familia Psychodidae, del género Phlebotomus en
Europa, Medio Oriente, Asia y Africa; y el género
Lutzomyia en América (Sanchez y Tapia, 2005; David,
2009).

Las Leishmaniasis como sindrome de manifestaciones
clinicas en humanos que van desde lesiones simples

y autolimitadas de la Leishmaniasis cutanea
localizada (LCL), pasando por las multiples
incapacitantes y estigmatizantes lesiones en la

leishmaniasis cutanea difusa (LCD) o la destruccion
de la mucosa naso- oro faringea en la leishmaniasis
mucocutanea (LCM), hasta las manifestaciones
fatales de hepato-esplenomegalia y fallo sistémico
generalizado que conlleva a la muerte en la
leishmaniasis visceral (LV), representan un grave
problema de salud puablica en Venezuela y el mundo.

Particularmente la Leishmaniasis visceral, la cual
afecta principalmente a una poblacion altamente
vulnerable como son los nifios menores de 10 afios
que viven en precarias condiciones socio-econémicas,
donde el 70% son menores de 4 afios y en los que se
registra una alta tasa de mortalidad (Sanchez et al.,
2005).
prevalencia alta en muchas regiones tropicales y

La leishmaniasis es una enfermedad de

subtropicales del mundo afectando a mas de 98
paises, estimandose que entre 0,7 a 1,2 millones de
nuevos casos de LC y de 200 a 400 mil nuevos casos
de LV se producen anualmente a nivel mundial.
Ampliamente distribuida principalmente en Las
Américas, La Cuenca Mediterranea, Asia central y el
Medio Oriente. El 70 a 75% de la incidencia global de
LC se concentra en pocos paises como Afganistan,
Algeria, Brasil, Colombia, Etiopia, Iran, Nicaragua,
Per(, Sudan y Siria (PAHO-WHO, 2017).
Por su parte LV en las Américas es endémica en al
menos 12 paises, donde se han registrado 63.331
casos nuevos del 2001 al 2018, con un promedio de
3.518 casos por ano (OPS 2019).

En Venezuela la incidencia de LV en pacientes
ha
alcanzado hasta los 50 casos anuales donde el

diagnosticados por sintomatologia clinica
subregistro de casos puede ser del orden de tres veces

mas el numero reportado, siendo conocido en
dispersos focos de las areas central, sur este y oeste
del pais (Feliciangeli, 1991; Zulueta et al., 1999). En
estudios epidemiologicos realizados en la Isla de
Margarita, en el estado Nueva Esparta (Zerpa et al.,
2000) se senald un importante aumento en la
incidencia de LV en esta area, con potencial magnitud
epidemiologica si se compara con la incidencia de
casos reportados en otros estados del pais. En
Venezuela, desde el afio 1997 hasta el 2018 se
notificaron 803 casos de LV humana en 24 estados
con una tasa de incidencia promedio de 0,15 por
100.000 habitantes (Instituto de Biomedicina, 2020)
de los cuales, 178 (23%) correspondian a casos
reportados en el estado Nueva Esparta. Los reportes
iniciales demostraron que la mortalidad en pacientes
con LV fue de 7,85% durante el periodo 1995-2000
(Ortiz et al., 2003), luego de la implantacién de un

programa de control a nivel nacional las estadisticas
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cambiaron radicalmente, observandose incrementos
en el namero de casos reportados en entidades donde
tradicionalmente no existian casos autéctonos de LV,
como Trujillo, Zulia, Yaracuy, Portuguesa y Falcon
entre otros, asi mismo, la tasa de mortalidad
disminuy6é a un 2.8 % en el periodo 2003-2016)
(Lugo et al., 2015, Instituto de Biomedicina, 2016).

En zonas endémicas de LV la poblacién canina
constituye el principal reservorio de parasitos. En
Venezuela, particularmente en el estado Nueva
Esparta el diagnoéstico serologico mediante ELISA
utilizando el antigeno rK39 de L. chagasi y
promastigotes de L. donovani, demostré6 una alta
susceptibilidad frente a L. chagasi en la poblacion
canina, con un incremento en la transmisiébn en un
periodo de 10 meses de estudio, determinado por
el aumento de positividad del ELISA a ambos
antigenos de un 24% al inicio del estudio hasta un

40% al final del periodo (Zerpa et al., 2000).

Factores determinantes en
Programas de Control

Existen una multiplicidad de factores determinantes

la LV y

en la endemicidad de wuna zoonosis como la
Leishmaniasis visceral que van desde las condiciones
climaticas y geograficas, que favorecen la presencia
del vector hasta las politicas publicas de control a
nivel nacional o regional asi como el comportamiento
social de la poblacién en area endémica en torno a la
enfermedad, en donde la profilaxis y las conductas de
tenencia y cuidado del perro doméstico como
principal reservorio y hospedador del parasito son
determinantes.

De acuerdo a varios estudios epidemiologicos y
sobre el control de la LV en la region de las Américas,
se ha reportado que el éxito y el impacto de las
estrategias de control implementadas en las zonas
endémicas de LV dependen de la disponibilidad de
necesariamente  del
conocimiento y las actitudes de la poblacion frente a

recursos  econoémicos y
la enfermedad, que garanticen su participacion activa
en la implementacion de las medidas profilacticas
(OPS-OMS-MPPS, 2019).
prevalencia de la LV se debe a la profundizacion de las

Gran parte de la alta

inequidades y desigualdades sociales, aspectos

considerados basicos para el desarrollo humano y la
justicia social. Segin Garcia, G.B (2010), esta se expresa
de diferentes formas, entre ellas: la igualdad de
oportunidades de los individuos y comunidades en
tener acceso y utilizacion oportuna a los servicios de
salud de acuerdo a sus necesidades.

La ausencia de politicas sostenibles para el control
de la enfermedad; déficit o ausencia de un sistema
basico de servicios publicos; insuficiente capacidad de
coordinacion transectorial,

escasas investigaciones

operacionales en epidemiologia, educacion @y
participacién comunitaria y el deterioro progresivo del
medio ambiente, entre las mas importantes (Garcia,

2007; Garcia y Borges, 2010).

Programas de control:

La mayoria de los programas de control en los
diferentes paises endémicos de Leishmaniasis estan
dirigidos a disminuir el riesgo de infeccién en humanos
al reducir la prevalencia en caninos. Es por esto que las
medidas de control se centran en el diagnoéstico de
casos caninos y eliminacion de perros infectados en
areas endémicas, a la par con los rociamientos con
piretroides y organofosforados para controlar el vector
y reducir el riesgo de transmisién. Usualmente se toma
un radio de doscientos metros alrededor del domicilio
del caso humano confirmado para el muestreo de
humanos y caninos (Zerpa et al., 2003). Sin embargo
estas medidas han demostrado no ser del todo
efectivas si no se integra un programa de educacion
para la salud en
implica

las comunidades afectadas. Esto

cambiar  estructuralmente el enfoque

convencional de educacion en salud a nivel

institucional de forma lineal y generalizada a todas las
comunidades, sin valorar su perfil sociocultural
especifico, referente clave para la transferencia del
conocimiento sujeto a sujeto, es decir personal de
desde

intersubjetiva del manejo del conocimiento de la salud

salud y comunidades una perspectiva
como valor, y en ella como se articula un sistema de
educacion y vigilancia epidemiologica dirigido a
controlar la infeccion desde un enfoque integrador de
la endemia. Por otra parte la salud no se puede
considerar aisladamente, depende enormemente de la

calidad del ambiente en que se vive.
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Esto significa considerar el enfoque ecosistémico
para la prevencion de las enfermedades infecciosas, el
cual contempla impulsores de riesgo en términos de
los valores ecologicos, sociales, culturales, politicos y
economicos; factores subyacentes que afectan la
dinamica de la transmision. Al igual que otros
problemas de salud, la ecologia y la transmision de la
mayoria de las enfermedades infecciosas se puede
vincular a las interacciones entre varios factores, por
ejemplo, los cambios demograficos, la pobreza, la
urbanizacion, la deforestacién, cambios en los
modelos agricolas de produccion. Las relaciones entre
las personas y los animales cambian la gestion de los
recursos naturales y las diferencias de género y
patrones culturales (Bazzani y Wiese, 2012).

Por tanto, ante los cambios acelerados de la sociedad
global y sus consecuencias en las formas de vida y
produccion del pensamiento y de la vida cotidiana de
la poblacién, se hace inminente revisar y replantear el
enfoque estratégico de un programa de control basado
en los principios de ecosalud. Este debe sustentarse
en los principios de la transdisciplinariedad, equidad
social y de género, asi como, la intersubjetividad de la
transferencia del conocimiento (equipo salud 'y
comunidades). Debe estar acompafiado no solo del
estudio de las condiciones climaticas y atmosféricas
de cada regién sino de un estudio de la ecologia de la
zona, y el comportamiento de los vectores y
reservorios, asi como las caracteristicas demograficas
y culturales de la poblacion.

En el programa debe existir una legitima participacion
comunitaria y estar soportado en indicadores de
gestion que viabilicen su ejecucion, monitoreo y
evaluacion de las acciones facilitando de esta manera
que los resultados de cada iniciativa puedan tener un
escalamiento en otras areas endémicas
Torres y Sanchez, 2013).

El componente educativo en leishmaniasis visceral,

(Sanchez

se ha enfocado desde una comprension integral
humanista y transformadora de la realidad social en
estudio, la cual pasa por dos escenarios vinculantes,
uno, el analisis de la capacidad de respuesta de los
actores institucionales, sus niveles de responsabilidad
y compromiso relacionado con la gestion del programa
integral de control de esta endemia. Esto debido, a

que entendemos que en gran medida, el éxito o

fracaso de las iniciativas de educaciébn y la
participacion comunitaria se asocia a la valoracion del
equipo de salud, a partir del analisis objetivo de sus
debilidades y

potencialidades.

fortalezas, capacidades y
A partir de este referente teérico asociado a un
nuevo enfoque ecosistémico de la educacion y
participacion comunitaria, se vincula la construccion
progresiva de la experiencia de un programa de
control integral de L.V en el estado Nueva Esparta.
Significa entonces, que desde la premisa, formar para
transformar, sustentado en una metodologia
aprender/haciendo, se fue construyendo en forma
participativa las condiciones para avanzar en la
transferencia de los conocimientos cientificos
asociados a esta endemia, los cuales pasan por cada
uno de sus componentes; clinico, epidemiolégico,
entomologico y la significacion y contraste entre los
saberes populares de la enfermedad y lo cientifico.
Sustentado en una vision de la geoespacialidad, que
como herramienta nos facilita la comprension
estratificada de la poblaciéon de influencia en las zonas
endémicas y sus caracteristicas de vida integral.

Una vez capacitado integralmente al personal de
salud wubicado en los Ambulatorios en zonas
endémicas, se pasa al escenario del encuentro directo
con la poblacion sujeto/objeto del programa para
generar en forma conjunta y responsable las
iniciativas de educaciéon y participacion social, como
estrategia que contribuye a la formacion y conciencia
critica de la ciudadania, y asi contribuir a la
transformacioén de los indicadores de calidad de vida y
desarrollo social local. Resaltando en las poblaciones
el reconocimiento de las capacidades @y
potencialidades en su dimension socio-cultural-
organizativa y sus formas de produccién econémica,
articulada a los programas de prevencion y control de
la leishmaniasis visceral.

En nuestra experiencia en el marco de los proyectos
de investigacion financiados por el Ministerio de salud
y la Universidad Central de Venezuela, FONACIT
2005, CDCH-UCV 2009, PEI 2012 y en
correspondencia con las premisas planteadas, la

programacion se ha organizado en dos fases, la
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primera orientada al fortalecimiento del equipo de
salud (Figura 1) involucrado en la gestiéon del proyecto
de Leishmaniasis visceral en el estado Nueva Esparta.
Y la segunda fase, la transferencia directa de los
conocimientos a las comunidades endémicas de
influencia a los Ambulatorios.

La ejecucion de la primera fase, se realizd a través
del disefio y desarrollo de un ciclo de talleres,
vinculado con el objetivo de fortalecimiento del
conocimiento integral de la leishmaniasis visceral.
Entre los talleres se mencionan: Actualizacién de los
aspectos clinicos, epidemioldgicos y de investigacion
Considerando el analisis
comparativo del
comportamiento de la LV, internacional, nacional y
especialmente la incidencia en el estado Nueva

en leishmaniasis visceral.

entre los indicadores

Esparta. Analisis de la comunicacion eficaz, desde la
valoraciéon del significado del proceso humano y la
vinculacion con la identidad y compromiso del
personal de salud que interactia cotidianamente en
las actividades educativas ante el control integral de la
leishmaniasis  visceral en las comunidades.
Significando entonces, durante este taller, la esencia

del ser humano como facilitador de los procesos

educativos.

Figura 1. Taller Introduccion a la Georreferencia
comunitaria en el Marco del proyecto de Leishmaniasis
Visceral.

Introduccion a la Georeferencia Comunitaria
en el marco del Proyecto de Leishmaniasis
Visceral.

Su objetivo es explicar las bases conceptuales y
metodologicas del uso de los sistemas de georeferencia,

como soporte del sistema de vigilancia epidemiologica
con participacion comunitaria en el marco del
proyecto de LV. Entre los contenidos desarrollados:
Descripcion de los sistemas de georeferencia y su uso
en los sistemas de vigilancia epidemiologica (SVE).
Definir que es un sistema de informacion geografica
(SIG).  Objetivos, componentes, y
aplicaciones de los SIG (metodologias de integracion a
los SVE). Definir los principales indicadores referidos
al SVE que son susceptibles de ser georeferenciados.

funciones,

Revision de los mapas basicos (croquis) manejados
usualmente por los equipos de salud local insumo
primario para introducir el uso de Software Quantum
GIS (Construccion de bases de datos, transferencia de
datos de GPS a QGIS, visualizacién, estratificacion de
variables, construccion de graficos y mapas). ;Como
se integra un SIG al SVE de LV? Presentacién de un
modelo de sistema de informaciéon geografica
orientado a la Web.

La segunda fase de la programacion, relacionada al
encuentro y transferencia de conocimientos a las
comunidades endémicas, fue coordinada por el
equipo de salud de Nueva Esparta, la Direccion de
Zoonosis, La Direccién de Dermatologia Sanitaria y la
Direccion de Endemias Rurales con la realizacion de
jornadas de despistaje serolégico de LVC aunado a
ciclos de talleres participativos con las comunidades y
dinamicas con escolares de instituciones educativas
municipales combinando los programas de control de
leishmaniasis visceral y Dengue.

Durante esta segunda fase de transferencia de
conocimientos a las comunidades endémicas, se
integr6 la herramienta de la georeferencia aplicada al
control de la LVC, (Figura 2), sustentada en una
investigacion exploratoria comunitaria, con el apoyo a
una entrevista a personas claves (lideres
comunitarios), la cual facilitdé registrar una serie de
datos a ser georeferenciados. Integrando el uso del
mapa del estado Nueva Esparta, a los fines de
identificar las comunidades endémicas, y sus
respectivas coordenadas para visibilizar las facilidades
de acceso a las mismas.

Se procedi6 a la identificacion de las parcelas y tipo
de viviendas, (censo

comunitario). Identificacion de los lugares de interés

asi como sus habitantes

para la comunidad y el personal de salud, la ubicaciéon
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Figura 2. Georreferencia aplicada al Control de la LVC: Mapa sectorizacién en comunidad de la Guardia. Modificado

por la comunidad

de los factores ambientales que forman parte de la
eco-epidemiologia de la enfermedad. Tipo y calidad de
los servicios publicos, agua, electricidad, ubicacion de
otros, de
reservorios, cercania a zonas agrestes, cuerpos de

desechos solidos, entre presencia
agua, tipos de vegetacion, deforestacion, temperatura,
pluviosidad y otras variables.

Este registro de datos a georreferenciar en mapas
tematicos, fueron coordinados por el personal de
salud de cada Ambulatorio en conjunto con la
comunidad, garantizando la apropiacion de las
técnicas de recoleccion de informacion en forma
precisa, base para planificar, presentar propuestas,
resolver problemas en el marco del programa de
control integral de la LV en forma participativa y

sustentable.

DISCUSION

Esta experiencia de un programa de control integral
de la LV en comunidades endémicas del estado Nueva
Esparta, desde un enfoque eco- sistémico de la
educacion y participacion social sustentado en una

georeferencia, nos genera lecturas utiles y pertinentes
a valorar metodolégicamente para la continuidad de la
misma en este mismo estado, o aplicaci()n en otros
estados endémicos del pais.

En ese sentido, bajo el enfoque de “formar para
transformar”, teniendo como metodologia la de
aprender/haciendo, se construye de forma progresiva
y participativamente un modelo educativo. Donde se
valora el fortalecimiento del conocimiento integral del
comportamiento de la LV desde un contexto
geoespacial y sociocultural, vinculado a un sistema de
vigilancia  epidemiolégica  comunitaria de la
mencionada endemia. Significa entonces, que se abre
un nuevo camino para alejarnos del modelo centralista
y generalista de un programa de control de LV, para
asumir en forma responsable y ética un compromiso
coordinado entre las comunidades organizadas, y el
personal de salud local. Obviamente, este cambio de
enfoque requiere de un monitoreo permanente del
equipo supervisorio por parte de la Direccion de
Zoonosis 'y Epidemiologia del estado. Donde
necesariamente se trabajara desde el apoyo de
indicadores para medir los cambios y los posibles
escenarios, y como se puede modificar positivamente
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estos indicadores del programa de control de la
endemia en forma progresiva y sostenible. Con un
valor agregado que es la integracion de un sistema de
georreferenciacion, la cual nos facilita la comprension
del problema desde una estratificacion geoespacial
expresada tematicos,
fundamentales para todo el proceso de gestion del

programa.

en mapas recursos

CONCLUSIONES

Entre las principales conclusiones de esta experiencia
investigativa bajo el enfoque: aprender/haciendo, se
visibiliza el valor del impacto significativamente
positiva en su proceso de construccion de un nuevo
modelo de estudio, la cual podemos definir como
mixta/complementaria, articula

pues aspectos

clinicos, inmunologicos, epidemiologico y

sustentado
de

socioculturales en una plataforma
través la tecnologia de la
georeferencia, se ha ido
comportamiento espacial (mapas tematicos), de la

presencia, distribucion, e indicadores de condiciones

geoespacial. A
registrando el

generales de las formas de vida de la poblacion
involucrada en el estudio. Sin lugar a dudas, la
evaluacion de los indicadores de proceso nos
aproximan a un cambio de actitud y de concepcion
del equipo en cuanto a la comprension del problema
en estudio, y ademas, se le suma indicadores de
resultados, como la reducciéon en los datos de
incidencia de la LV humana de 3.72 por 100.000 hab
en 2006 a 0.22 en 2012 y la proporcion de caninos
positivos para LVC del 23% al 8% entre 2006 y 2015.
(Programa Control Leishmaniasis, Biomedicina, MPPS/
OPS, 2019).

Otra conclusion de esta experiencia valida de
resaltar, desde el punto de vista de comprension de
este nuevo enfoque metodolégico, en el marco de un
programa de control integral de una endemia, es la
oportunidad de una articulacién transdisciplinaria
generando una aproximacion de la comprension de
todas las variables que hacen vida en el mundo
ecosistémico del comportamiento y alcances de esta
endemia. Estamos conscientes que aun el objetivo

final del proyecto no se ha completado, el mismo se

encuentra en la valoracion del proceso de

construccion social y de salud, y esto significa,

continuidad, responsabilidad, disciplina, ética vy

especialmente el compromiso de un trabajo en equipo,
que lo podemos reflejar en: equipos de salud y
comunidades. La continuidad de estos proyectos debe
garantizarse a nivel institucional, proveyendo las
condiciones adecuadas que permitan engranar todas
las actividades de un programa de control, en el
abordaje a las comunidades en zonas endémicas como
son la busqueda activa de casos, el diagnoéstico
oportuno y la formacion de la comunidad en tormo a
la enfermedad. Por tanto, se puede sintetizar, que
estamos ante un proyecto en proceso de construccion

colectiva bajo un nuevo enfoque ontologico,

epistemologico de la salud y el control integral de
endemias.
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Viviendo dentro del enemigo:
supervivencia de Le/ishmania
en el interior de las células
fagociticas

RESUMEN

Leishmania es un género de protozoarios parasitos causantes en el hombre de un
conjunto de enfermedades conocidas colectivamente como leishmaniasis. Estos
organismos presentan dos estadios evolutivos; el promastigote, flagelado
extracelular, que se encuentra dentro del intestino del insecto vector, y el
amastigote, intracelular, no moévil, que parasita distintas células de mamiferos.
El amastigote, sobrevive y se multiplica en el interior de vacuolas parasitoforas,
dentro de los macréfagos y neutrdfilos, apropiandose de sus nutrientes y
evadiendo los mecanismos de destruccion de estas células inmunitarias. Para
mantener la infeccion a largo plazo, Leishmania debe asegurar su supervivencia
dentro del macréfago, su célula hospedadora principal, para lo cual se vale de
numerosas estrategias tendientes a: (1) garantizar su entrada silenciosa a estas
células, valiéndose en ocasiones de su paso encubierto dentro de los neutroéfilos;
(2) evitar su destruccion por metabolitos toxicos y (3) prevenir la presentacion de
sus antigenos en la membrana celular, que alerten a los linfocitos Thl y Tc de
su presencia. Aunque se ha progresado mucho en la comprension general de
estos procesos, la completa identificacion de las moléculas del parasito y del
hospedador involucradas en esta contienda hospedador-parasito sera crucial
para el avance en el desarrollo de estrategias terapéuticas y profilacticas mas
efectivas contra las leishmaniasis.

Palabras clave: Leishmania; macrofago; neutrofilo; fagosoma

LIVING WITHIN THE ENEMY: SURVIVAL OF LEISHMANIA INSIDE THE
PHAGOCYTIC CELLS

ABSTRACT

Leishmania is a genus of protozoan parasites causing a group of diseases in humans
collectively known as leishmaniases. These organisms present two evolutionary
stages; the promastigote, extracellular flagellate, found inside the intestine of the
vector insect, and the amastigote, intracellular non-motile, that parasitizes
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different mammalian cells. The amastigote survives
and multiplies  inside  parasitophorous  vacuoles,
within macrophages and neutrophils, appropriating

nutrients and evading the destruction mechanisms of
these immune cells. To maintain the infection in the
long term, Leishmania must assure its survival within the
macrophage, its main host cell, for which it uses
numerous strategies aimed to: (1) guarantee its silent
entry into these cells, sometimes undercover within
neutrophils, (2) avoid their destruction by toxic
metabolites, (3) and prevent the presentation of
its antigens on the cell membrane, which could alert Th1l
and Tc lymphocytes of their presence. Although much
progress has been made in the general understanding
of these processes, the complete identification of the
parasite and host molecules involved in this host-parasite

contest will be crucial to attaint progress in the
development of more effective therapeutic and
prophylactic strategies against leishmaniasis.

Keywords: Leishmania; macrophage; neutrophil;
phagosome

INTRODUCCION

Leishmania es el nombre de un género de
protozoarios parasitos causantes de un conjunto de
enfermedades en el hombre denominadas
colectivamente leishmaniasis. Estas patologias
presentan un espectro de manifestaciones, que va
desde formas cutaneas de variable grado de severidad
(leishmaniasis cutanea: localizada, difusa,
diseminada), a lesiones desfigurantes de la mucosa
oro-naso-faringea (leishmaniasis mucocutanea), o el
grave compromiso de érganos internos (leishmaniasis
visceral), generalmente mortal si no es atendida
(WHO, 2010). La evolucion y respuesta al tratamiento
de estas enfermedades esta influenciada tanto por la
especie de parasito causante de la infeccion, como por
el terreno genético del hospedador (condicionante de
la respuesta inmunitaria) y su estado general de salud
(Burza et al, 2018). La malnutricibn y la
inmunosupresion, especialmente la causada por la
infeccion por el
humana, aumentan la
desarrollo de

inmunodeficiencia
susceptibilidad al

virus de

manifestaciones clinicas, y pueden conducir a
lesiones en localizaciones atipicas (WHO, 2010).

Las leishmaniasis son endémicas en 102 paises de
areas tropicales y sub-tropicales del planeta, donde
1,3 millones de personas se infectan cada ano, entre
20.000 - 30.000 fallecen y mas de 350 millones viven
en riesgo de contraer la infecciéon (OPS, 2019). La
incidencia de esta parasitosis ha mostrado un
importante aumento en las Gltimas décadas debido a
multiples factores, entre los que destacan: falla en las
medidas de prevenciébn y control, migraciones
causadas por conflictos bélicos e inestabilidad
politica, calentamiento global, y el surgimiento de
cepas de parasitos resistentes a los farmacos
disponibles (WHO 2010; Berry et al, 2016). La
ausencia de una vacuna efectiva y las limitaciones
asociadas a los pocos farmacos existentes para su
tratamiento (via de administracién, toxicidad,
desarrollo de resistencia) han dificultado el control de
estas enfermedades lo cual hace prioritario el
desarrollo de nuevos tratamientos (Burza et al., 2018).
Una mejor comprension de los mecanismos
empleados por Leishmania para subvertir las
funciones basicas de sus células blanco en su
beneficio, podria abrir importantes vias para el
desarrollo de estrategias terapéuticas o profilacticas
novedosas. En este trabajo se revisan los avances
logrados en esta area hasta la fecha.

Metaciclogénesis e invasion del

vertebrado

Leishmania presenta un ciclo de vida digenético; una
parte de este ocurre en un insecto vector (género
Phlebotomus en el viejo mundo y Lutzomya en el
nuevo mundo) y la otra en el interior de células
fagociticas de organismos vertebrados susceptibles.
En el insecto se desarrolla el estadio promastigote;
elongado, de 20 a 30 um de longitud, con un flagelo
largo que emerge de la parte anterior del cuerpo y le
proporciona movilidad. El promastigote presenta dos
morfotipos principales: el promastigote prociclico,
forma proliferativa, no infectiva,
generalmente en el intestino medio, y el promastigote
metaciclico, forma infectiva, no proliferativa, que se

hospedador

localizada
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localiza en el intestino anterior y la probéscide del
insecto, y es transmitida al hospedador vertebrado a
través de la picadura. En el hospedador mamifero se
encuentra la forma amastigote, la cual es redondeada
a ovoide, mide de 2 a 5 um de largo y no presenta
flagelo aparente. Es intracelular obligatoria, pues vive
y se multiplica en el interior de vacuolas parasitéforas
dentro de las células blanco (OPS, 2019).

Cuando un insecto vector hembra infectado se
alimenta de la sangre de un vertebrado, inocula en la
dermis un pequefno namero (10-200) de promastigotes
metaciclicos presentes en su proboscide. En la piel, los
promastigotes son internalizados por
fagociticas, como: neutréfilos, macrofagos, y células
dendriticas; particularmente dentro de los macrofagos
se transforman en amastigotes, y se multiplican en el
interior de vacuolas parasitéforas, hasta hacerlos
estallar. Los parasitos liberados infectan nuevas
células o son ingeridos por un insecto vector (Kaye,
2011). Leishmania ha desarrollado una serie de
mecanismos destinados a garantizar su supervivencia
frente al hospedador
los efectores

células

sistema inmunitario del

vertebrado; inicialmente, frente a
solubles presentes en el plasma, y mas tarde, contra
aquellos que amenazan su permanencia en el interior

de las células fagociticas.

Supervivencia frente a la eliminacion por el sistema
del complemento

Cuando el insecto vector deposita los parasitos en
la epidermis del hospedador mamifero ocurren
eventos importantes para el establecimiento de la
infeccion.  Los  promastigotes  desencadenan
inmediatamente la activacion del sistema de
complemento y la deposicion del factor C3 en su
superficie, lo que permite el ensamblaje del complejo
de ataque de membrana (C5b-C9), dando como
resultado la lisis de cerca de 90% de los parasitos
durante los primeros minutos de la
(Dominguez et al, 2003).
promastigotes restantes a la destruccion es causada
por cambios estructurales en
membrana lipofosfoglicano (LPG), ocurridos durante
su diferenciacion a promastigotes metaciclicos, que

infeccion
La resistencia de los

la molécula de

les proporciona un glicocalix mas
grueso, practicamente impenetrable para el
complejo de ataque de membrana (Puentes et al.,
1990). Por otra parte, los promastigotes
metaciclicos poseen una ectoquinasa, que fosforila
a los factores C3, C5 y C9 causando su inactivacion
(Hermoso et al., 1991), y expresan en su superficie
la glicoproteina gp63, una proteasa que escinde al
factor C3b, generando el péptido inactivo iC3b,
que ademas de abortar la activacion del sistema,
promueve la internalizacion del parasito por las
células fagociticas al ser reconocido como
opsonina por el receptor CR3 (Brittingham et

al., 1996). Ir6nicamente, la activacion del
complemento  facilita a los  promastigotes
metaciclicos sobrevivientes invadir las células

fagociticas y sobrevivir en su interior (Sacks y Sher,
2002).

EVASION DE LOS MECANISMOS MICROBICIDAS DE
LAS CELULAS FAGOCITICAS

Macrofagos
Aunque Leishmania tiene la capacidad de
infectar distintos  tipos celulares (macrofagos,

células dendriticas, neutréfilos, queratinocitos y
fibroblastos) el macréfago constituye su célula
blanco predilecta y principal responsable del
mantenimiento de la infeccion (Kaye et al.,
2011). Una eleccion que presenta grandes
desafios, ya que esta poderosa célula de la
inmunidad  innata, ademas de tener la
potencialidad de desplegar una  potente
actividad microbicida, posee la capacidad de
presentar sus antigenos a los linfocitos T y
alertarlos sobre su presencia. De modo que la
supervivencia del parasito dependera del equilibrio
entre la capacidad del macréfago para activarse
y la habilidad del parasito para evitar que esto
ocurra.

Los promastigotes de Leishmania interactian
con el macréfago en varias etapas, comenzando
por la adhesion, que involucra el reconocimiento,

tanto de ligandos intrinsecos del parasito
(lipofosfoglicano 'y gp63), como de opsoninas
depositadas en su superficie (complemento,

anticuerpos naturales), por receptores especificos;
entre ellos: los receptores de
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complemento CR1 y CR3, el receptor de fibronectina,
el receptor de manosa y los receptores de IgG (FcyRI
y FcyRIIl) (Ueno et al., 2012). Posteriormente, el
parasito es internalizado mediante el proceso de

fagocitosis, dependiente principalmente de las
GTPasas Rac-1 y Arf6 (Lodge y Descoteaux,
2006; Moradin y Descoteaux, 2012). La

membrana plasmatica del macréfago lo envuelve,
hasta  incorporarlo en un compartimiento
especializado llamado fagosoma, el cual evoluciona
hasta convertirse en una vacuola parasitofora.
La vacuola parasitofora es un
compartimento hibrido, de composicion
dinamica, que si bien se origina a partir del sistema
endocitico de la célula hospedadora, es modificado
en el tiempo por la incorporacion de componentes
del parasito y de la via de secrecion (reticulo
endoplasmatico-Golgi) (Ndjamen et al, 2010;
Young y Kima, 2019). Como consecuencia, en
distintas etapas, se pueden encontrar en la
membrana vacuolar moléculas asociadas a la
membrana de lisosomas, como las proteinas
LAMP1, LAMP2 y la bomba de protones vacuolar
V-ATPasa; y pertenecientes al sistema de
secrecion, como calnexina y Sec22b. Ademas, se
han identificado en estos organelos: moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad de
clase 11 (MHC-II), la sub-unidad gp91lphox del
complejo nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
(NADPH) oxidasa, macrosialina, asi como las
proteasas solubles catepsina B, D, H, L, y otras
hidrolasas lisosomales (Young y Kima, 2019). En esta
estructura, Leishmania inicia su transformacion de
la forma promastigote a amastigote, un proceso
desencadenado por el aumento de la temperatura,
la disminucién del pH y la disminucion de la
disponibilidad de hierro (Mittra et al., 2013).

Dentro de las primeras horas, dependiendo de
la especie, el promastigote pierde su flagelo y adopta
una forma ovoide y reducida, pudiéndose
registrar la expresion de genes especificos de la
forma amastigote (de Pablos et al., 2016). La
reduccion de tamafio que tiene lugar durante la
transformacion esta asociada a un proceso de
invaginacion masiva del complejo membrana
plasmatica-citoesqueleto, similar a lo

observado en los procesos autofagicos de eucariotas
superiores (Dagger et al., 2017).

Luego de la internalizacion de la mayoria de los
microorganismos, los fagosomas de los macréfagos
sufren un proceso de maduracion, en el que adquieren
propiedades microbicidas al fusionarse con lisosomas
y endosomas, bajo regulacion de las GTPasas Rabb y
Rab7, convirtiéndose en fagolisosomas (Kaye y Scott,
2011). Durante este proceso, tiene lugar la
acidificacién progresiva del organelo, debido a la
incorporacion a su membrana de la bomba de protones
vacuolar y la adquisicion de enzimas lisosomales
(Podinovskaia y Descoteaux, 2015). Por otra parte, los
macrofagos producen una variedad de compuestos
toxicos que ayudan a destruir al microorganismo
fagocitado, entre ellos: péptidos antimicrobianos,
especies reactivas de oxigeno e
intermediarios reactivos de nitrogeno. El complejo
multicomponente NADPH oxidasa se ensambla en
la  membrana del fagosoma e inicia un proceso
conocido como “estallido respiratorio”, en el que se
produce el ion superoxido (Oz-) a partir de oxigeno
molecular. Posteriormente, la enzima super6xido
dismutasa convierte el O, en peréoxido de
hidrégeno (H202), vy en una serie de reacciones
adicionales se producen a partir de este Gltimo un
conjunto de sustancias toxicas, entre ellas los
radicales hidroxilo (OH), hipoclorito (OCIl) e
hipobromito (OBr~) (Nauseef et al., 2008). Por otra
parte, se inicia la expresion en la membrana vacuolar
de la enzima sintetasa inducible de 6xido nitrico (iNOS
o NOS?2), la cual cataliza la producciéon de 6xido nitrico
(NO) a partir de la L-arginina (Miller et al., 2004). De
forma tal que, una vez fagocitados, muy pocos
microorganismos pueden sobrevivir a las condiciones
adversas dentro de los fagolisosomas de los
macrofagos.

Numerosos trabajos han demostrado que la
acidificacion que se presenta tipicamente al
transformarse el fagosoma inicial en fagolisosoma, es
inhibida transitoriamente en aquellos que contienen
promastigotes vivos de Leishmania (Kaye y Scott,
2011). El lipofosfoglicano, un componente de la

membrana celular del parasito, de expresion
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abundante en la superficie del promastigote y
moderada o ausente en el amastigote, ha sido
identificado como el principal responsable de alterar
el trafico intracelular y la biogénesis del fagolisosoma
(Turco y Sacks, 1991; Moradin y Descoteaux, 2012).
Este glicofosfolipido ocasiona la acumulacion de
F-actina en la periferia del fagosoma, lo que interfiere
con la maduracién al modificar la estructura de los
microdominios lipidicos de la membrana involucrados
en distintas vias de senalizacion (Lodge et al., 2006;
Moradin y Descoteaux, 2012). También se ha
demostrado la participacion de la metaloproteasa
gp63 mediante la inactivacion proteolitica del SNARE
VAMPS, parte de la maquinaria responsable de la
fusion de organelos (Matheoud et al., 2013). De esta
manera, son excluidas la NADPH oxidasa, la bomba de
protones y las hidrolasas acidas lisosomales el tiempo
necesario para que ocurra la diferenciacion del
promastigote a la forma amastigote, mejor adaptada
para la supervivencia en el fagolisosoma (Matheoud et
al., 2013; Walker et al., 2014). Las caracteristicas de las
vacuolas formadas durante la internalizacién de los
amastigotes son distintas a las de los promastigotes;
en en el caso de las vacuolas de amastigotes, ocurre
libremente la fusiébn de los lisosomas con la
vacuola parasitofora, ya que estos no se ven afectados
por las enzimas lisosomales (Moradin y Descoteaux,
2012; Podinovskaia y Descoteaux, 2015). El hecho
de que la forma amastigote resida dentro de un
ambiente acido en la vacuola parasitofora, es
consistente con el pH 6ptimo al cual se llevan a cabo
muchos de sus procesos metabolicos (pH 4 - 5,5),
Ccomo: catabolismo de sustratos
energéticos e incorporacion de precursores en
macromoléculas, a diferencia de las condiciones de
pH neutro requeridas por la forma promastigote
(Moradin y Descoteaux, 2012). Sin embargo, tanto el
promastigote como el amastigote evitan la exposicion
a oxidantes, lo cual consiguen a través de la
inhibicion del ensamblaje de la NADPH oxidasa
responsable de su (Ueno y Wilson,
2012; Moradin y Descoteaux, 2012), proceso en
el cual participa ademas del LPG, la proteina gp63
(Yao et al., 2003).

respiracion,

sintesis

El desarrollo funcional de los fagosomas es
influenciado por los receptores que desencadenan su
formacion; la internalizacion de Leishmania mediante
los receptores CR3 y CR1, inhibe la inflamacion, el
estallido respiratorio y la acumulacién de marcadores
lisosomales,
“inmunolégicamente silenciosas” mas favorables para
su supervivencia, mientras que la fagocitosis mediada
por los FcR conduce a una mayor activacion de la
NADPH-oxidasa en el recién formado fagosoma
(Ueno et al., 2012). Sin embargo, el destino final de la
vida intracelular de Leishmania dentro del macrofago
es determinado por la via que este tome en el
metabolismo de la L-arginina, aminoacido de gran
importancia en la regulacion de un importante
mecanismo efector de los macrofagos. La L-arginina
puede ser catabolizada por la enzima iNOSZ2 para
producir NO, o por la arginasa para la sintesis de
poliaminas, dependiendo del estimulo de activacion.
Cuando los macroéfagos son expuestos a citoquinas
de tipo Th1, como interferén gamma (IFN-y) y factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), o al lipopolisacarido
(LPS), ligando del receptor tipo Toll 4 (TLR4), la
expresion de la iNOS es sobre-regulada, conduciendo
al metabolismo de la arginina hacia la produccion de
NO, principal molécula leishmanicida del macréfago
(Green et al., 1990; Liew et al., 1991). En cambio, las
citoquinas de tipo Th2, como la interleuquina (IL)-4,
la IL-10, la IL-13 y el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-), inducen preferiblemente
la utilizacion de la L-arginina para la produccion de
poliaminas, las cuales son importantes nutrientes
requeridos por Leishmania para su proliferacion
(Iniesta et al., 2002; Barksdale et al., 2004; Kane et al.,
2001). Estos estados de activaciéon del macréfago,
han sido denominados, respectivamente, M1 o
“activados de manera clasica” y M2 o “activados de
manera alternativa”, y conducen a desenlaces
divergentes de la infeccion (Tomiotto-Pellissier et al.,
2018). La estrategia asumida por Leishmania para su
supervivencia en este caso ha sido la regulacion de la
produccion de las citoquinas inductoras del fenotipo
M1 por las células dendriticas y linfocitos Thl o
el bloqueo de las vias de sefializacion de sus

creando condiciones
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macrofago. Luego  del
establecimiento de la vacuola parasitéfora, el
macrofago es capaz de cargar ciertos
antigenos parasitarios en moléculas del MHC-II. Sin
embargo, los amastigotes de Leishmania
interfieren con el transporte de estas moléculas a la
membrana celular, manteniéndolas retenidas en la
membrana vacuolar (Antoine et al., 1998), a la vez
que las internaliza y degrada dentro de sus
megasomas (Antoine et al., 1999). Por otra parte,
ha sido demostrado que la invasion silenciosa de
los macréfagos por L. major, mediada por CR3,
conduce al bloqueo selectivo de la cascada de
sefnalizacion de la IL-12, interfiriendo de esta
manera con las seflales requeridas para la
diferenciacion funcional de los linfocitos al
fenotipo protector Th1 (Carrera et al., 1996; Sacks
y Noben-Trauth, 2002). Por dultimo, factores
producidos por Leishmania bloquean en distintos
puntos las vias de transduccion del receptor del IFN-
v en el macrofago (Kima et al.,, 2007), impidiendo de
esta manera que el macrofago pueda ser
reconocido y activado por los linfocitos Th1.

Existe una diferencia evidente en la morfologia de
las vacuolas parasitoforas entre distintas especies
de Leishmania; L. mexicana y L. amazonensis,
por ejemplo, residen en grandes vacuolas comunales
que ocupan una gran proporcion del volumen de la
célula hospedadora, mientras que otras especies,
como L. major, L. donovani y L. infantum, lo hacen
en pequefnas vacuolas individuales (Alexander et al.,
1999). Si bien, ha sido sugerido que un tamafo
mayor de vacuola seria beneficioso para la
diluciébn de metabolitos téxicos, ain no ha sido
posible establecer de manera definitiva las ventajas

receptores en el

que confieren a cada grupo  estos
comportamientos opuestos para su
supervivencia.
Neutroéfilos

Los neutrofilos desempenan un
importante, aunque no completamente

comprendido, rol en la infeccion por Leishmania.
Son las primeras células fagociticas en migrar
rapida y masivamente al sitio de la inoculacion,
siendo detectadas a partir de los 30 segundos en
lesiones experimentales, pero también se observan

tardiamente en lesiones cronicas (Peters et al.,
2008). Los neutréfilos son reconocidos por su
funcioén antimicrobiana, desempefiando un
rol decisivo en la respuesta inmunitaria innata
del hospedador (Nauseef, 2014). Durante Ia
fagocitosis, facilitada por opsoninas, extienden
pseudoépodos que recubren a los microorganismos y
los encierran en un fagosoma, el cual se transforma
en un fagolisosoma al fusionarse con diferentes
granulos citoplasmaticos (Nauseef, 2014): los
primarios o] azurdfilos, que  contienen
mieloperoxidasa, defensinas, lisozimas, arginasa I,
elastasas y captesinas G; los secundarios o
especificos, que contienen lisozimas,
lactoferrina, colagenasa y gelatinasa; los terciarios,
que contienen gelatinasa y metaloproteinasas de
matriz, y las vesiculas secretoras (Borregaard
et al, 2007). Adicional a esto, ensamblan el
complejo NADPH oxidasa en la membrana del
fagolisosoma, y producen ROS (Naussef et al,
2008); este mecanismo en conjunto con la
mieloperoxidasa, contenida en los granulos
azurofilos, cataliza la formaciobn de acido
hipocloroso que desempefia un rol critico en
la destruccion de patégenos de forma directa o
indirecta (Mayadas et al.,, 2014). Los neutroéfilos,
ademas, pueden producir NO, gracias a la
enzima iNOS expresada en sus granulos azuroéfilos
(Evans et al, 1996). Las trampas extracelulares
de neutrdfilos (NETs) son un  mecanismo
microbicida descrito mas recientemente en estas
células, que consiste en la extrusion de mallas de

cromatina, entrelazadas con proteinas de origen
nuclear y granular, que inmovilizan
microorganismos  extracelularmente facilitando su

destruccion (Brinkmann et al., 2004). Este proceso
ha sido asociado a vias independientes o
dependientes de la produccion de ROS, asi como a la
liberacion de ADN nuclear o mitocondrial
(Nauseef, 2014; Sorensen y Borregaard, 2016).

En 1981, Chang demostr6 por primera vez
la  capacidad leishmanicida de los
leucocitos polimorfonucleares (PMN) de
hamsters, sobre amastigotes de L. donovani. En

este trabajo observd la fusion de lisosomas a los
fagosomas que contenian los parasitos y detecto la
producciéon de ROS en ellos (Chang et al., 1981).
El mismo afo se demostré mediante microscopia
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electronica la destruccion  intracelular de
promastigotes de L. donovani por PMN humanos, lo
cual fue relacionado con la activacion del estallido
respiratorio, ya que los PMN de pacientes con
enfermedad granulomatosa crénica eran incapaces de
eliminar al parasito (Pearson y Steigbigel, 1981). En
ambos casos se infiri6 un rol protector de estas
células, sin embargo, ha sido demostrado que
Leishmania es capaz de resistir las funciones
microbicidas de los neutréfilos mediante distintas
estrategias (Regli et al., 2017). L. major y L. donovani
permiten la fusion de los granulos azuréfilos, pero
previenen la fusion de los granulos especificos y de
gelatinasa, que contienen la bomba V-ATPasa y el
citocromo b. De esta manera evitan la acidificacion del
fagosoma y la activacion de la NADPH oxidasa, con lo
cual reducen la accién de las hidrolasas acidas y las
mieloperoxidasas presentes en los granulos azuréfilos
(Mollinedo et al., 2010). La forma amastigote de L.
braziliensis induce la produccién de altos niveles de
ROS tanto por neutréfilos humanos como muridos,
pero estos no afectan su viabilidad (Carlsen et al.,
2015; Falcao et al., 2015). Se desconoce el mecanismo
especifico en cada caso, pero ha sido demostrado que
el LPG y la proteina gp63 poseen un efecto inhibidor
sobre el estallido respiratorio de neutrofilos humanos
(Brandonisio et al., 1994; Seresen et al., 1994), y los
promastigotes de L. donovani expresan una fosfatasa
acida, en su superficie externa, capaz de inhibir la
produccién de aniones superoxido por los neutréfilos
humanos (Remaley et al., 1984). La destruccion por los
agentes microbicidas de los neutrofilos, parece ser,
como en el caso de los macréfagos, estadio-especifica,
ya que los promastigotes, pero no los amastigotes, de
L. amazonensis y L. braziliensis son destruidos
intracelularmente por su efecto (Carlsen et al., 2013).
Por otra parte, la arginasa I presente en los granulos
azurofilos interfiere con la produccion de NO por la
iNOS al competir por la L-arginina, sustrato coman de
ambas enzimas, promoviendo asi la supervivencia de
los parasitos (Gotoh y Mori, 1999, Iniesta et al., 2001).
Aunado a esto, ha sido descrito en el caso de L.
el traslado de entre 20-25%

donovani de los

promastigotes fagocitados a compartimientos no
liticos, lo que sugiere la existencia de otras estrategias
de evasiéon menos conocidas (Gueirard et al., 2008). La
eficacia de las trampas extracelulares de neutrofilos o
NETs contra Leishmania depende de la especie del
parasito. Las NETs,
microbicida contra L. amazonensis (Guimaraes-Costa
et al., 2009), pero otras especies han desarrollado
variados para  lograr
promoviendo su supervivencia; L. donovani puede
resistir la actividad microbicida de las NETs por el
grueso glicocalix que forma su LPG (Gabriel et al.,
2010); L. infantum es capaz de degradar la estructura
de ADN de las NETs mediante la enzima de superficie
3'nucleotidasa/nucleasa (Guimardes-Costa et al.,
2014), y tanto L. infantum como L. major inhiben la
produccion de las NETs dependientes de ROS al
interferir con la produccion de estos metabolitos
(Guimaréges-Costa et al., 2014; Salei et al., 2017). Las
observaciones hasta la fecha sugieren que el desenlace
de Ila interaccion entre distintas especies de
Leishmania y los neutréfilos es diverso, y en algunos
casos contradictorio.

son un eficaz mecanismo

mecanismos evadirlas

Los neutrofilos son células de vida media muy corta
y ha sido propuesto que Leishmania es capaz de
alterar su tiempo de vida, ya sea estimulando o
inhibiendo la apoptosis de estas células, en su
beneficio. Las observaciones hasta la fecha han sido
muy variables y parecen depender de la especie del
parasito, de la especie del hospedador y del origen
de las células. Leishmania mexicana no influencia
la apoptosis de neutréfilos dérmicos ex vivo (Hurrell
et al, 2015) y L. infantum no induce la
apoptosis de los neutrofilos in vitro (Marques et al.,
2015). Por el contrario, L. braziliensis induce la
apoptosis de neutrofilos in vitro (Falcao et al., 2015), y
L. major induce la apoptosis de los neutréfilos en la
dermis (Peters et al., 2008), pero retrasa la de los
neutrofilos derivados de sangre periférica (Sarkar et
al., 2013). El efecto anti-apoptético de Leishmania
major ha sido asociado al incremento sostenido de las
moléculas Bcl-2 and Bfl-1, y de la expresion de FAS,
por lo que la infeccion afecta tanto la via intrinseca,
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como extrinseca de induccion de la apoptosis
(Sarkar et al., 2013).

En el ano 2004, se demostré que los macréfagos
fagocitan  avidamente neutréfilos  apoptoéticos
infectados con Leishmania major. Esta forma de
internalizacion induce produccion de TGF-$, lo que
modula sus funciones microbicidas, favoreciendo la
supervivencia del parasito. Esto llevé a proponer que
Leishmania podria emplear a los PMN como un
"caballo de Troya" para ingresar de manera silenciosa
a los macrofagos, sus células hospedadoras
definitivas, sin ser eliminados (van Zandbergen et al.,
2004). Esta observacion hizo pensar que Leishmania
solo usaba al neutréfilo como un refugio transitorio
para ganar acceso a su célula blanco definitiva, sin
embargo, recientemente se demostro que
amastigotes de L. mexicana son capaces de replicarse
dentro de los fagolisosomas de neutrdfilos, lo cual
sugiere un rol mas activo de este tipo celular en el
desarrollo crénico de la enfermedad (Hurrel et al.,
2017).

Por ultimo, el subconjunto de neutréfilos con
el que interactian los parasitos puede afectar
la respuesta inmune adaptativa; por ejemplo:
la fagocitosis de neutréfilos apoptoticos infectados
por las células dendriticas perjudica su maduracion
y el desarrollo de una respuesta eficiente (Ribeiro-
Gomes et al., 2012), y la fagocitosis de neutroéfilos
de baja densidad induce la expresion de altos niveles
de PDL1, un marcador que promueve el
agotamiento de las células T (Sharma et al,
2016). Las evidencias acumuladas hasta la fecha
muestran que el desenlace de la internalizacion de
Leishmania por los neutréfilos es muy variable, ya
que depende de la especie del parasito, de la
forma evolutiva y de la sub-poblacion de
neutrofilos.

La evidencia apunta a un rol complejo de
los neutréfilos en la infeccion por Leishmania,
pudiendo en ocasiones destruir eficientemente al
parasito, pero en otras ser manipulado por este
para servirle de camuflaje en su entrada silenciosa a
otras células, o de refugio seguro el tiempo
suficiente para permitir su proliferacion.  Se
debe ser cuidadoso en la interpretacion de
los resultados observados, ya que estas células
han mostrado ser una poblacion mas heterogénea

de lo que se pensaba (Pillai et al., 2012), por lo
que la identificacion de  marcadores de
subpoblaciones permitira comparar de manera
mas clara los resultados obtenidos por distintos
grupos frente a Leishmania.

OBSERVACIONES FINALES

De lo descrito anteriormente, se concluye que
para mantener la infeccion a largo plazo, Leishmania
debe asegurar su supervivencia dentro del
macrofago, su célula hospedadora principal, para lo
cual se vale de numerosas estrategias tendientes
a: garantizar su entrada silenciosa a estas
células (valiéndose en ocasiones de su paso
encubierto dentro de los neutréfilos), evitar su
destruccién por metabolitos toxicos y prevenir la
presentacion de sus antigenos en la membrana
celular, que alerten a los linfocitos T de su presencia.
Un tercer tipo celular importante en la orquestacion
del desenlace de la respuesta inmunitaria
del hospedador frente a Leishmania son las
células dendriticas. Estas células
fagociticas/pinociticas, a  diferencia de los
macrofagos y neutréfilos, logran internalizar distintas
especies del parasito, pero no parecen ser capaces de
destruirlo, ni de apoyar su proliferacion intracelular
(von Stebut y Tenzer, 2018). Sin embargo, ha sido

evidenciada la presencia en los ganglios
linfaticos de ratones infectados, de células
dendriticas  portadoras de amastigotes en su

interior mucho tiempo después de la cura clinica,
por lo que se ha propuesto que actuarian como
reservorio de la infeccion (Moll et al., 1995). Por su
capacidad excepcional para presentar antigenos,
activar a los linfocitos T virgenes y dirigir su
diferenciacion funcional, las células dendriticas son
consideradas el puente entre la inmunidad innata y
la adaptativa. Varias especies de Leishmania
emplean estrategias para atenuar la presentacion
de sus antigenos por estas células luego de su
internalizacion. Pese a esto, en individuos infectados
se observan sub-poblaciones de células dendriticas
que conservan el control de su maquinaria de
presentacion de antigenos (probablemente aquellas
que han capturado antigenos libres del parasito),
lo que explica lageneracion de linfocitos T
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especificos, tanto cooperadores como citotoxicos y
supresores, durante la infeccion (Tiburcio et al.,
2019). Sin embargo, el estado funcional de las
células dendriticas no escapa de la modulacion por el
microambiente de citoquinas 'y
propiciado por el parasito, el cual determina su
capacidad de activar o no a los macrofagos
para la destruccion intracelular del parasito
(Sacks y Noben-Trauth, 2002; Tiburcio et al., 2019).
Lamentablemente, la gran heterogeneidad, tanto
ontogénica como funcional,
células ha dificultado armonizar los datos, muchas
veces contradictorios, obtenidos por los distintos
grupos de investigacion (Collin et al., 2018; Tiburcio et
al., 2019). La identificacién reciente de marcadores
moleculares de los distintos sub-grupos de células
dendriticas podria contribuir al avance en este sentido
(Rhodes et al., 2019; Patente et al., 2019).

Por otra parte, es importante considerar que el
amastigote, como parasito intracelular obligatorio,
requiere garantizar la provision de nutrientes
necesarios para su desarrollo y replicacion dentro de
la vacuola parasitofora, para ello recurre al secuestro
de los sistemas empleados por la célula hospedadora
para su incorporaciéon o generacion (Podinovskaia et
al., 2015; Young et al., 2019). El establecimiento
de Leishmania en el hospedador dependerd, por tanto,
no solo del éxito de sus mecanismos para evadir la
destruccion intracelular, sino de aquellos que le
permitan apropiarse de los recursos nutricionales de
la  célula hospedadora. Aunque se ha
progresado mucho en lacomprension general de
estos procesos, la completa identificacion de las
moléculas del parasito y el hospedador
involucradas en esta contienda hospedador-
parasito sera crucial para avance en el desarrollo
de estrategias terapéuticas y profilacticas mas
efectivas contra las leishmaniasis. En este
sentido, debido al rapido surgimiento de cepas
de Leishmania resistentes a los farmacos, ha
sido propuesta una nueva aproximacion para el
disefio de farmacos, basada en la
sobre moleculares  del

quimiocinas

de esta familia de

intervencion
hospedador
involucrados en la interaccion con parasito, mucho

blancos

mas estables desde el punto de vista evolutivo
que los del parasito (Lamotte et al., 2017).
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RESUMEN

Heridas ¢ ulceras cutaneas han sido un reto de la humanidad y abordadas segin
contexto historico social, impacta sociedades en bajo desarrollo, grandes urbes y es
exacerbada en procesos antropogénicos. Asi, en Venezuela, la leishmaniasis cutanea
localizada (LCL) tomando en cuenta la situacion sociocultural perdurara en el
tiempo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se cataloga como
enfermedad desatendida, de impacto segin la pobre respuesta social de salud,
haciéndola un problema de salud publica. El tratamiento con calidad de vida exige
acciones biomédicas, clinicas y socioantropolégicas (articuladas), sin embargo, lo
contrario es cotidiano, el clinico acciona en concordancia o “no” a lo biomédico y
socio-antropolégico y esta ultima acciona aparte de lo biomédico y clinico,
ocultando aspectos adversos para el proceso de cicatrizacion (PC) 6 biologico
(proceso natural). Objetivo, disefiar un modelo interdisciplinario (biomédico -
clinico — socioantropolégico) en respuesta a las necesidades del enfermo.
Metodologia, abordando niveles de investigacion: 1) Organizacién en un solo
esquema, las disciplinas (Diagrama de Venn); 2) Comparar las disciplinas
conceptualmente (Analogos — Toépico) y 3) Creacion del modelo Condiciéon
— Respuesta (Accion). Resultado: un modelo interdisciplinar de respuesta
integral. Conclusion: con el modelo interdisciplinario se descubren aspectos
ocultos (clinicos y socio antropologicos) que potencian el proceso de cicatrizacion.

Palabras clave: lLeishmaniasis;
antropolégico; cicatrizacion.

interdisciplinariedad; biomédico; clinico; socio

MODEL FOR THE TREATMENT OF LEISHMANIASIS:
INTERDISCIPLINARITY (BIOMEDICAL, CLINICAL AND SocCIO-
ANTHROPOLOGICAL)

ABSTRACT

Wounds or skin ulcers have been a challenge of the humanity and addressed
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according to the historical social context, impacting
underdeveloped societies, large cities and is exacerbated in
anthropogenic processes. In Venezuela, localized cutaneous
leishmaniasis (LCL) given the sociocultural situation will
persist. According to the World Health Organization (WHO)
it is classified as a neglected disease, of impact according to
the poor social health response, making it a public health
problem. Treatment with quality of life requires biomedical,
clinical and socio-anthropological actions (articulated),
however, the opposite is daily, the clinician acts in
accordance or "not" with the biomedical and socio-
anthropological and the last one acts alone without the
biomedical and clinical, hiding adverse aspects for the
healing or biological process (natural process). Objective: to
design an interdisciplinary model (biomedical - clinical -
socio-anthropological) in response to the needs of the
patient. Methodology: addressing research levels: 1)
Organization in a single scheme of disciplines (Venn
diagram); 2) To compare the disciplines conceptually
(Analogs - Topic) and 3) Creation of the Condition -
Response (Action) model. Result: an interdisciplinary model
of comprehensive with the
interdisciplinary model, we can discover hidden aspects
(clinical and socio-anthropological) that enhances the
cicatrization process.

response. Conclusion:

Keywords: Leishmaniasis; interdisciplinary; biomedical;
clinical; socio anthropology, cicatrization.

INTRODUCCION

Las heridas 6 ulceras en piel han sido un reto de la
humanidad, la Organizaciobn Mundial de la Salud
(OMS) describe que impacta a sociedades de bajo
desarrollo, grandes urbes y se exacerba en procesos
sociales antropogénicos. Una de estas enfermedades
en Venezuela, conocida como
leishmaniasis cutanea localizada (LCL), que segun
Carrero et al. (2001, 2016, 2018) dada la situacion
sociocultural, esta presente en mayor proporcion en
areas rurales y se prevé que persista en los proximos
tiempos, siendo descrita por la OMS como
“enfermedad desatendida”. En Venezuela se estiman
2.388 casos / ano (tasa: 10,5/ 100.000 hab.), en todos
los grupos etarios, de forma clinica frecuente ulcerada

se encuentra

(97,9%) en LCL (De Lima et al., 2010). El Ministerio del
Poder Popular Para la Salud (MPPS), reporta a todo el
pais endémico, y en la regién andina tasas superiores
a 30/100.000 hab., presumiéndose mayor, por fallas
del sistema de vigilancia y de atencién inaccesible
(geografica, cultural, econémica, organizativa). Carrillo
et al., (2014), proponen que el abordaje de curacion
exige claridad del complejo
socioantropologico, biologico y clinico, cuyo accionar
debe poseer: a) Sincronia (perfecta correspondencia
temporal, intervalos ¢ velocidad) y b) Simbiosis
(relacion de ayuda o apoyo mutuo establecido entre
dos 6 mas entidades que trabajan por algo en comun).
En tal sentido, la respuesta social del sector salud, es
débil de estructura y no dispone del material (gasa,
apositos, vendas, antibidtico, analgésico) ni
tratamiento especifico anti-Leishmania (antimonial).
El técnico en salud aun conserva el paradigma de “cura
seca o tradicional” de enfoque infeccioso bacteriano,
traumatica y dolorosa, lo cual limpia la lesiéon con
retraso de cierre, aun cuando se cumpla el tratamiento
antiparasitario. Es el paciente que opta a la “curacion
espontanea” apelando al contexto socioantropologico
utilizando la representacion social 6 codigos culturales
y despliegan conductas erraticas que prolongan la
cura total de la ulcera. De manera que, lo inicial es

entramado

parasitario, con adicional infeccion secundaria
bacteriana, a la cual los mismos pacientes y
“cuidadores” anaden estimulantes inflamatorios

directos (quimicos, fisicos, biolégicos) e indirectos
(incumplir reposo adecuado: posicion anti edema,
cubrir ulceras con apodsitos y material de
sustentacion).

Ante el parasito, la respuesta biologica (celular —
humoral) se activa como proceso de control y
cicatrizacion y al mismo tiempo, en paralelo hay dos
intervenciones: 1) Respuesta del técnico en salud
(médico — enfermera) en concordancia o “no” al
proceso biolégico y 2) Respuesta de familiar 6
cuidador en el domicilio y siempre “desapercibida” con
un “quehacer” cotidiano rico en concepciones
socioculturales que coadyuvan o “no” el accionar del
técnico y la respuesta biologica en desarrollo. Un

216| Tribuna del Investigador | Vol 21, No. 2, 2020.



Modelo para el tratamiento de leishmaniasis cutdnea: interdisciplinariedad biomédico, clinico y socio-antropoldgico

complejo reto es, articular lo Biomédico (celular —
humoral), Clinico (médico — enfermera) y Socio-
antropologico (cuidador — entorno familiar). En este
trabajo se plantea como objetivo disefiar un modelo
interdisciplinario para tratamiento, que responda a las
necesidades mas sentidas en los enfermos de LCL.

METODOLOGIA

La metodologia aplicada se enfoca por nivel de
investigacion: 1) Esquema disciplinar (Diagrama de
Venn); 2) Comparacion de las
conceptualmente (Analogos — Tépico) y 3) Creacion
del modelo Condicién — Respuesta (Accion).

1) Esquema disciplinar, utiliza el conocimiento de
cada disciplina para la nueva situacion llamada
interdisciplinar, la cual ilustra lo relacional - légico
(Figura 1).

disciplinas

Con la superposicion o interseccion de tres
conjuntos (circulos) que serian los limites de cada
disciplina (Socioantropolégica, Biomédica y Clinica),
se crea un area central comun o interdisciplinar que
corresponde a las caracteristicas similares entre si,
denominados “Componentes” (Tejido, Inflamacion,
Granulacion, Reposo, Epitelizaciéon) representados por
el acronimo TIGRE, en base a la literatura clinica -
biologica para el proceso de curacion.

2) Modelo conceptual (Analogo — Tépico), Garcia,

B (2007) plantea que al dividir el conocimiento de cada
disciplina se revelan las relaciones entre ellas. Al
relacionar dos situaciones, la familiar al investigador,
con otra nueva o desconocida, se ejercen puentes que
facilitan conectar el previo conocimiento y el que se
pretende aprender. Se transfiere conocimiento de lo
conocido 6 “analogo” (disciplinas biomédica y clinica)
a lo desconocido 6  “topico”  (disciplina
socio-antropologica) en sus caracteristicas semejantes
6 de interés, como son: Los componentes (Tejido,

Inflamacion, Granulacion, Reposo, Epitelizacion). El
analogo y el topico como disciplinas poseen
caracteristicas semejantes y otras que difieren, como
en este caso lo es, el actor - espacio de acciéon, donde
tenemos; (Célula-Organico),
(Técnico-Institucional) y la

la biomédica clinica

socioantropoloégica

(Familiar-Domicilio). ~ Los  atributos, son las
caracteristicas de los componentes. Nexos, las
conexiones entre los elementos de los componentes.
Se teje o trama lo relacional de los componentes de
cada disciplina, llamada trama de relaciones o relacién
analégica, un
interdisciplinar.
3) Modelo Condicion — Respuesta (Accidén). Tabla 2, es
el todo interdisciplinario y lo relacional ante la
necesidad sentida, disciplinas, dimensiones 6
componentes, discrepancias ¢ coincidencias, plan
terapéutico - operativo, monitoreo - evaluacion y las
metas integrales. Se confrontan dos aspectos: 1) Una
condicion 6 perspectiva de analisis. 2) Respuesta
interdisciplinar (Accion) control de LCL.

contexto “oculto” denominado

Modelo propuesto

Esquema disciplinar (Diagrama de Venn)

— L sEEEEEy,
’ . L]
WO et ~ e,

/ “‘ ~ .

NTERDISCIPLINAR |
Acréonimo TIGRE) /

.
.
*

Biomédico

Figura 1. Modelo para el tratamiento de leishmaniasis cutdnea:
interdisciplinariedad (biomédico, clinico y socio-antropoldgico.

Curar leishmaniasis exige accionar al menos tres
disciplinas: 1) biomédica, se ocupa de procesos del
nivel sub-individual; 2) clinica, aplica al individuo que
previene, diagnostica y hace terapéutica y 3) socio-
antropologica, aplica a familiares y entrono cotidiano
con el saber popular en LCL.
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DISCUSION

La LCL se asocia con pobreza, analfabetismo, no
obstante, la comunidad es muy rica en concepcion
socio-antropolégica manejando lesiones abiertas
(MPPS, 2019). En tratamiento clinico prevalece lo
biomédico (quimioterapia) como monoterapia que lo
“resolvera todo” wuna razén necesaria mas no
suficiente. El programa de control enmarca manejar la
lesion aislada del contexto general del paciente en
cotidianidad domiciliar (calidad de vida, dolor, miedo
al aseo local, minusvalia, frustracién, sexualidad,
economia, laboral) y los coédigos culturales como
enfrenta la situacion sentida. Es basico reconocer el
valor cotidiano (interrelacion de vida y produccion
comunitaria) un espacio capital (socioantropolédgico)
ignorado o desechado como representacion social en
escenario natural. Por cual se plantea:

1) Esquema interdisciplinar, al manejar ulceras
obligan a fusionarse, creando espacio comun o nueva
realidad, la Interdisciplinariedad, siendo la sumatoria
de las disciplinas, representadas por el acrénimo
TIGRE, el cual da autenticidad a cada disciplina
indicando solucion al problema bajo principios o
generalizaciones integrales.

2) Modelo conceptual (Analogo — Tépico), se
organiza en dos partes, Analogos (biomédico y clinico);
Topico  (socio-antropolégico), permiten  revelar
significados ocultos en esta disciplina, pues sus
codigos culturales en cicatrizacion en general son
adversos a la curacién, como por ejemplo, aplicar
sustancias de uso veterinario, industrial o domésticos.
Su estructura considera las disciplinas, componentes,
nexos, atributos y malla o relaciéon analogica (Tabla 1)

Las Disciplinas, todas en un objetivo, control del
parasito y la cicatrizacion. Sin embargo los actores,
escenarios 'y difieren, la
(macrofagos — tejido cutaneo), la clinica (médico /
enfermera — servicios de salud) y la socio-
antropologica (cuidador / familiar — domicilio) las
cuales si se aplican, se obvian o minimizan entre si
frecuentemente, lo que distorsiona el objetivo.

Los Componentes, son el elemento comun entre las
disciplinas, en concordancia a la literatura cientifica
del PC representan relacion logica secuencial. Asi,

acciones biomédica

ante injuria de la picada del vector y el inoculo del
parasito, se activa la accion celular para un Tejido
caracteristico, Inflamacion, proliferacion (Granulacion
y Epitelizacion) obviando la Gltima fase 6 maduracion
al considerarse curada. Insertando el Reposo, un
componente de alto contenido socio-antropolégico en
el cual se ocultan multiples elementos, obviados en la
disciplina clinica cuyos efectos impactan directa e
indirectamente en la disciplina biolégica. Se
entrecruzan los componentes, el tejido
(necrético) incrementa la  inflamaciébn  con
disminucion de la granulacion y epitelizacion, una
acepcion muy similar al no acatar el reposo.
Teoéricamente, todas las disciplinas inducen al
proceso de cicatrizacion, generalmente bien
desarrollada en lo biolégico (Biomédico) pero
interferida. En lo practico, la disciplina clinica sus
cuidadores aplican la Cura seca (traumatica -
dolorosa) y el reposo que junto a la disciplina Socio-
antropologica, en la cual sus cuidadores familiares
aplican sus generan en conjunto al
componente Tejido, con los atributos de material
necrotico, esfacelos y cuerpos extrafos, y en caso
contrario el tejido es vitalizado o “limpio” considerado
el 6ptimo para las subsiguientes fases: inflamacion,
granulacion y epitelizacion. En tejido expuesto lo
frecuente es la contaminacion e infeccion bacteriana,
un estimulo mas a los inflamosomas que potencian al
componente Inflamacion, de efecto directo y adverso
a componentes Granulacion y Epitelizacion del
proceso biomédico. Los Atributos, son las
caracteristicas por componente y siendo similar entre
disciplinas, pero cada una asigna nombre a cada
condicion, ver tabla 1. Considerar, la siempre
inadvertida e inicial respuesta de atencion del
enfermo en el seno familiar, una fuente capital al
cuidado principalmente por la mujer, con tiempo e
insumos de conocimientos socio-antropolégicos en
cantidad considerable, asi la ineludible capacitacion
técnica paciente - cuidador, en funcion de sus codigos
culturales, transformarlos en fortalezas para curar la
ulcera en concordancia a lo biomédico y clinico, cuyo
principio de curacion es el 6ptimo ambiente del lecho
ulcerado, logrado con adecuado tejido viable, minima

sucio

“saberes”
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Tabla 1. Modelo para el tratamiento de leishmanaisis cutanea: interdisciplinariedad (hiomédico, clinico y socio-antropoldgico).

INTERDISCIPLINARIEDAD

ATRIBUTOS
COMPONENTES ANALOGOS TOPICO
(Similitud) BIOMEDICO CLINICO SOCIOANTROPOLOGICO
(Celular — Humoral) (Médico — Enfermera) (Cuidador directo - Entorno familiar)
Solucion de continuidad de | Leishmaniasis cutdnea, ulcera. | “Picada de pito, grano, llaga” Hay
piel al picar vector e inoculo | Hay Tejido necrético, esfacelo, | “carne muerta, negra, costra, mal
de leishmanias y | cuerpos extranios. Procede con | oliente” Procede con hojas de plantas
Tejido fagocitosis. Hay necrosis | Cura seca 6 Hameda + terapia | calientes, alcohol, arcilla, “chimo”
celular. Es el proceso | antileishmania. Es el proceso | sabila (Aloe vera), “panela” 6 “pomos
biolégico al control de | técnico control que puede | caseros” + “rezo”’. Es el proceso de
infeccion y fases de | optimizar 6 “no” la cicatrizacion. | expresion del saber popular que
cicatrizacion. coadyuva a “sanar o no”.
Respuesta celular — | Respuesta de atencion técnica. | Respuesta sociocultural. Es el accionar
humoral. Es el accionar | Es el accionar técnico al tejido | comunitario frente la “Picadura
ante la picadura e inoculo | inflamado: rubor, tumor, dolor, | hinchada, caliente, dolorosa, roja, de
parasitario y  bacterias, | calor, secrecion. Aplica Cura | mal olor con sanguaza 6 postema’.
activan  macréfagos  y | Himeda, desbridado, antibidtico | Aplica preparados botanicos,
-Inflamacién células Langerhans | + antiinflamatorio. A menudo | veterinarios, domésticos, industrial y
(inflamosomas y |usa Cura Seca (estimulo | médicos de efecto quimico y fisico
citoquinas). Igual frente a | inflamatorio: iatrogenia). | (sustancias  calientes + curas
agentes quimicos (jabones) | Proceso que optimiza o “no” la | traumaticas  diarias  sangrantes’.
y fisicas (trauma, agua | cicatrizacion. Proceso que coadyuvan a “sanar o no”.
caliente).
Los Fibroblastos proliferan y | Refieren: Tejido granular, de | Refieren: “Picada rellenando, curando
migran + factor de | aspecto carnoso, granular, | 6_carne nueva” Apoyos en: “rezos”
Granulacién crecimiento forman vasos | rosado palido 6 tejido vivo. El | “tapar llaga con  trapos” +
sanguineos nuevos. El | proceso clinico optimiza 6 “no” | etnobotanica a alta temperatura. Es el
proceso es biologico. la cicatrizacion. saber popular que coadyuva a “sanar 6
no”.
Cuidado __biologico,  sin | Cuidado técnico, controla | Cuidado familiar, aplican la
injurias (biolégicas, | estimulos  inflamatorios:  a) | etnobotanica 6 sustancias quimicas
quimicas, fisicas) la accion | biolégicos, fisicos, quimicos. b) | + lo magico - religioso. Con frecuencia
celular - humoral merma. Es | consejeria antiedema | cuidados técnicos - clinicos se obvian
-Reposo . . . . . -
el proceso de homeostasis, | (posicional, vendaje, | o modifican. Es el cuidador cotidiano
cual compensa 6 equilibra | fisioterapia). Es el técnico de | y el proceso sociocultural por codigos
el cambio local. salud segtn lo propicie, optimiza | culturales que pueden coadyuvar 6 no
6 “no” la cicatrizacion. “sanar”.
Los Queratinocitos | Se refieren a: Epitelizo 6 cicatrizé | Se refieren a: “Se sano, se curé 6 se
proliferan y migran al borde | hay tejido rosado — nacarado | alenté de la picada, le sirvié el rezo” 6
-Epitelizacion y centro ulcerado. El | desde los bordes al centro | Eficacia simbdlica. Los “bafios tibios

proceso es biologico.

ulcerado. El proceso clinico
coadyuva 6 “no”.

mejoran”. Es el saber comunitario que
coadyuva o “no sanar llagas”.
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inflamacion, reposo disciplinado, granulacion y
epitelizacion. En lo operativo, ideal es accionar con
Cura humeda, vigilancia y control de estimulos
adversos, pues cicatrizacion es un proceso biologico,
complejo y sistematizado desarrollado por si mismo,
solo exige condiciones 6ptimas para su desarrollo.

3) Modelo Condicién - Respuesta, basada en dos
aspectos: 1) Condicién o perspectiva de analisis:
Ulceras de LCL y 2) Respuesta social: Objeto de la
intervencion. Se considera una situacion nueva o de
abordaje a la comprension del enfermo, por lo cual el
modelo emerge desde los propios pacientes, dada su
condicion de Necesidad sentida (El problema) ante la
LCL expresadas o no, como percepciones subjetivas
influenciadas por previas experiencias del enfermo o
mensajes originarios de las comunidades segun sus
codigos culturales. En tal sentido, las representaciones
sociales se describen asi (Tabla 2). En un lecho
ulcerado “carne muerta, negra, costra, mal oliente,
restos de cremas” (Lesion sucia), con sintomas y signos
de “Picada hinchada, caliente, dolor,
sanguaza o postema”, la cual bajo tratamiento observa
“La picada no rellena, no cura o sin carne nueva” y en
cuyo entorno cotidiano hay presion laboral, familiar y
otros inducen aplicar: cremas, cura seca, ‘rezos’,
etnobotanica a altas temperaturas, sustancias de uso
veterinario, domesticas e industrial causando mayor
“Dolor por lastimar diariamente” y en definitiva “La
picada no sana, no cura”. Esta condicion mérbida y
psicoemocional plantea estados de estrés y depresion
que alteran la fisiologia inmunitaria, alteran la
regulacién de la metaloproteinasa de la matriz extra
celular y la expresion de sus inhibidores tisulares,
eventos adversos a la cicatrizacion. Dificultades
econdmicas, social (laboral, académica),
aislamiento social, ansiedad, depresion y dolor no solo
son causas del retraso de cicatrizacion sino que
influyen en estos de manera considerable. El dolor y
alteracion  del respuestas
neuroendocrinas de influencia en la inflamacion y
resistencia del huésped. Un exudado abundante es
angustioso al paciente asociado a dolor y olor, causa
repulsion intrafamiliar y amigos que influye en la
relacion personal, son elementos adversos a la

roja, con

presion

suefilo se asocia a

cicatrizacion. Gémez et al. (2000), Garcia B (2007),
Carrillo et al. (2014) y Martens (1999), describen,
diferentes expresiones culturales asociadas a la
identificacion de la LCL, asi, la concepcion de “Llaga”,
se relaciona con estado psico-afectivo de: dolor,
rechazo, vergiienza, tristeza o irrelevante, siendo
aspectos ocultos ante la convencional terapéutica de
la cual se ignora si es favorable o no para la curacion,
sin embargo al profundizar las observaciones se halla
un definido accionar y respuesta terapéutica segin se
aborde cada condicion. Las necesidades sentidas,
exigen objetividad, se plantean las dimensiones o
componentes en el plano técnico, cientifico y
biomédico y enmarcadas en las fases del proceso de
cicatrizacion, asi se incorporan los vocablos: Tejido,
Inflamacion, Granulacién, Reposo y Epitelizacion,
haciendo la salvedad de no incorporar la tltima fase
de maduracién por considerar la “ulcera cerrada”. A su
vez se representa con el Acronimo TIGRE, (Fig 1) sigla
configurada, que engloba o fusiona el proceso socio
antropologico, biolégico y clinico de la cicatrizacion.
Se compone al unir las primeras letras del concepto de
los componentes. Contiene la suma del significado de
los términos que la componen, creando la nueva
realidad. Una regla nemotécnica, artificiosa de corta
palabra y facil de recordar y relacionar elementos
claves del manejo de ulceras. Su importancia: 1) ahorro
de letras, palabras y espacio al escribir la historia
clinica; 2) facilita la lectura; 3) apoyo nemotécnico
recordatorio inmediato y sistematico de procesos
complejos de cicatrizacion; 4) ayuda al familiar,
pacientes y otros del area docente e investigacion
clinica. Estudiar las Disciplinas,
Biomédicas/Clinico/Socio-antropologicas deben
conjugarse en Analisis Interdisciplinar en el campo
cualitativo. En tal sentido, entre disciplinas se
discrepa o componentes.
Teoéricamente, lo biomédico (celular - humoral) un
proceso natural de control parasitario, bacteriolégico
respuesta biologica sigue
patrones de respuesta natural, que exige simbiosis del
accionar clinico y socio antropolégico en un proceso
de cicatrizacion unidireccional como un todo. Sin
embargo, la socio-antropologia acciona de forma

coincide en sus

y cicatrizacibn como
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bidireccional, una a lo planteado como ideal y la otra
contrapuesta al proceso biologico al
conductas erraticas (estimulos) que afectan al proceso
(tejido, inflamacion granulacion y epitelizacion).
Idealmente, el clinico deberia direccionar apegado a lo
biolégico, no obstante discurre entre lo biomédico y
socio antropolégico, actiian segun recursos, actualidad
técnica, experiencias y sus propios codigos culturales,
haciéndose eco en muchas ocasiones del saber socio-
antropologico de forma auténtica o ignorandola, es
decir un franco biologicista. Como un todo, el Plan
terapéutico interdisciplinar, lo biomédico
(Molecular/Celular) + clinico (Individuo) + socio-
antropologico y Etnografica (;Qué? ;Por qué? ;Como
es?), como respuesta o para revertir la necesidad
sentida, “Limpia, No Hinchado,
Rellenando, Reposo “Buen control” en busca del
“Curar o Sanar”. Los técnicos en salud deben accionar
basados en: 1) Factor conocimiento — habilidad
procedimental; 2) Factor recursos (disponibilidad y
accesibilidad); 3) Factores del paciente: psicosociales
(representacion social, ansiedad, depresion, suefio,
habitos, aislamiento), fisicos
(comorbilidad), adherencia terapéutica y 4) Factores de
la lesién (tamano como superficie y profundidad,
ubicacién anatémica, riego sanguineo, estado del
lecho ulcerado (inflamado, infeccién, material no
vitalizado, cuerpos extrafos), olor, secrecion, piel
perilesional y respuesta terapéutica. Patifio et al.
(2017), refiere que el personal de salud del area rural
esta familiarizado con la clinica y epidemiologia, sin
embargo, hay vacios respecto al diagnostico e
imprecisiones al tratamiento. Estricto es lo socio
antropologico, exige la herramienta etnografia,
aplicada en consulta meédica, diagnoéstico y
tratamiento en interaccion directa para comprender la
forma en que acttia o entiende y representa la realidad.
Hace integral el proceso clinico asistencial, el paciente
estima ser escuchado y entendido como sujeto con
historia y contexto socio antropolégico en relacion a
tres esferas comprensivas: ;Qué? ;Por qué? y ;Como
es? Es descripcion / interpretacion de que piensan,
dicen y actuan los pacientes, el técnico de salud no

accionar

ulcera:

una

nivel econdmico,

explica la cultura o el evento, sino, mas bien,
interpretar o comprender porque no acuden a servicio
de atencion o porque aplican sustancias calientes
(Monestel, 2012). Al abordar el proceso hay mucha
realidad no identificada desde cada disciplina
biomédica, clinica o socio antropologica, se hace
ineludible cambiar tal realidad, y comprender como la
biologia desarrolla la cicatrizaciéon, como el técnico de
salud interpreta la enfermedad,
intervencion y desde otra vertiente, lo que el paciente
considera que es normal o no para actuar y practicar
en funcion de alcanzar la cicatrizacion. El plan
operativo interdisciplinar, se basa en cura himeda
bajo accionar del técnico entrenado, en ambiente
social de cotidianidad y domiciliario. El Monitoreo y
evaluacion, a través de la Triangulacion (AVC): Apoyo
familiar, Valoracién con el instrumento de evaluacion
(acronimo TIGRE) y Camara fotografica (seguimiento
grafico). Meta Integral, 1) Calidad de vida y 2)
Cicatrizacion cutanea.

Frenk (1997) se refiere a la interaccion individuo -
comunidad, conocimiento - quehacer, biologico -
social, publico - privado. En este contexto el modelo
interdisciplinar es: 1) Inclusivo, engloba el
conocimiento desde lo cotidiano (necesidad sentida)
hasta lo cientifico (cicatrizacién), reconoce lo
multidimensional e interactivo, factores ocultos que la
influencian las ciencias  biologicas,
antropolodgica y clinica. 2) Dinamico, los cambios
biologicos del PC por el accionar socio-antropolégico
y clinico permiten comprender no sélo el dolor, calor,
rubor y tumor sino también qué pasé y como ocurrio
y la futura trayectoria de éxito o falla de curacién. 3)
Integrador, las acciones como disciplinas difieren
entre si en ciertos aspectos, sin embargo, se
interrelacionan en muchos otros. El PC no se
desarrolla en el vacio, sino en un seno familiar, social,
cultural, tradiciones, magico religioso,
ambiente, vivienda, el cuerpo como simbolo,
economico, politico, haciendo requerir desempefos
mas alla del factor necesario y no suficiente. “La
atencion médica” sin negar la gran importancia, no es
el accionar de unas ciencias sobre otras, lo biologicista

tratamiento e

Socio-

clinico,
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no se remplaza por lo sociologicista, al contrario, es
integracion disciplinar cientifica en simbiosis y
sincroénica.

Tabla 2. Mode)lo Condicion - Respuesta (Accion). Modelo para el tratamiento de leishmanaisis cutanea: interdisciplinariedad (biomédico, clinico y socio-
antropoldgico).

CONDICION Perspectiva RESPUESTA INTERDISCIPLINAR
de andlisis: L C L Acciones: aspectos técnicos necesarios a considerar
Presion laboral,
“carne muerta, . i familiar y otros
negra, costra, mal Pleada hinchada, inducen;/ licar:
- Necesidad sentida por gra, ’ caliente, dolor, “La picada no prcar: “La picada:
oliente, restos de i . cremas + cura seca +
resolver N roja, mal olor con rellena, no cura 6 B ) .. - No sana
cremas ) ; . rezos” + etnobotanica .
(El problema) sanguaza 6 sin carne nueva . - No cura
ostemna’ calientey + +
(Lesién sucia) P “Dolor diario por
lastimar”
- Dimensién 6 Tejido Inflamacion Granulacion Reposo Epitelizacion
Componente (Necrosis celular) “Inflamosomas” (Proliferacion) (Estimulos) (Proliferacion)
- Acrénimo T I G R E
- Disciplinas Enfermeria, Medicina, Biologia, Dermatologia, Epidemiologia, Antropologia
- Analisis Biomédico+Clinico+ Socioantropolégico
(Interdisciplinar) (Cuantitativo) (Cualitativo)

- Discrepancia 6
Coincidencia
(Interdisciplinar)

- Socioantropologica <4-—=-—---- - —————— e mm—m e —m—m———m o ->
- Clinica L S v
- Biomédica ................................................ :

- Plan terapéutico
(Interdisciplinar)

- Plan operativo

(Interdisciplinar) < Curahumeda > Capacidad lecnica "
. Tejido vivo, i Granulacion, Epitelizacion
- Monitoreo o Inflamacion, o Reposo, o
- proporcion de Lu. . proporcion de Lu. en . Proporcién de Lu.
y evaluacion . sintomas y . presencia de factores L
X - sin restos i . granulaciéon epitelizado
(Triangulacion) necroticos signos de flogosis protectores
(Interdisciplinar) P “No Hinchado” " R “Buen control” P . Y
esfacelos “Limpia Relleno Curado "o Sano
- Meta 1) Restituir calidad de vida (Fisica, Psicologica, Social y Funcional).
(Integral) 2) Cicatrizar la lesion en contexto anatémico-funcional.

Lu: Lecho ulcerado.

CONCLUSIONES

El modelo interdisciplinar revela aspectos ocultos
(clinicos y socioantropologicos) que direccionan el
protocolo, para tratar el enfermo con Leishmaniasis
Cutanea Localizada (LCL) y asi potencian el Proceso
de Curacion (PC), es decir, unidos para dar una

respuesta integral.
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RESUMEN

A partir de 1997 se empezaron a formar grupos de investigacion local y nacional en
Venezuela, con el objetivo de evaluar la prevalencia de Virus de Papiloma Humano
(VPH) en distintas entidades, la disponibilidad de tecnologias para su deteccion y la
prevalencia de la infeccién del virus en el pais. El Instituto de Biomedicina “Dr.
Jacinto Convit” se uni6 a esos esfuerzos, las investigaciones atin contintian a pesar
de la grave crisis que se vive en Venezuela actualmente. El cancer del cuello uterino
representa la segunda causa de muerte oncolégica en la poblacion femenina en
Venezuela. Metodologia: Se realiz6 una busqueda sistematica de las publicaciones
sobre el VPH en las cuales el Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto de
Biomedicina Dr. Jacinto Convit MPPS-UCV ha participado. Resultados: Se emple6
el sistema Prisma para la seleccion definitiva de las publicaciones por medio del cual
se ubicaron 23 referencias que cumplieron con los criterios de inclusion.
Conclusiones: Este trabajo retne los resultados mas importantes obtenidos por el
grupo de investigacion en el cual ha participado el Instituto a través del Laboratorio
de Microbiologia Molecular, sefialando los datos mas importantes con proyeccion
de mejorar la calidad de los diagnosticos moleculares, disefiar las investigaciones
para establecer la prevalencia en la poblacion venezolana sin restringirla a pacientes
con lesiones y evaluar la instrumentaciéon a futuro de la introducciéon de vacunas
contra el VPH, contribuyendo asi a la disminucién significativa del desarrollo de
cancer de cuello y otras patologias asociadas a este virus.

Palabras clave: Virus Papiloma Humano; Lesiones intraepiteliales; Cancer de cuello
uterino; Lesion bucal; Vulva.
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REVIEW OF RESEARCH ON HUMAN
PAPILLOMAVIRUS INFECTION AT THE DR.
JACINTO CONVIT BIOMEDICINE INSTITUTE

ABSTRACT

Since 1997, local and national Venezuela research groups
began to form with the aim to assess prevalence of HPV in
different entities, availability of technologies for detection
and prevalence of virus infection. Institute of Biomedicine
Dr. Jacinto Convit joined these efforts, research still
continues despite a serious crisis in Venezuela today. At this
time cervical cancer represents second leading cause of
death in female population
Methodology: A systematic search was conducted about
publications on Human Papilloma Virus Laboratory of
Molecular Microbiology, Institute of Biomedicine Dr. Jacinto
Convit —UCV were participated. Results: Prism system was
used for final selection of publications; 23 references met
inclusion criteria .most relevant results of 8 publications
within 23 references were detailed. Conclusions: This work
brings together most important results obtained by the
research group in which Institute has participated through
Molecular Microbiology Laboratory. important data from
future-focused studies to improve quality of molecular
diagnoses, prepare research to establish prevalence in
Venezuelan population without restricting it to patients
with injuries, and assess future implementation for
introduction of HPV vaccines, a way to significantly
decrease not only the development of cervical cancer but
decline of other pathologies associated with this virus.

cancer in Venezuela.

Keywords: Human Papilloma Virus; Intraepithelial lesions;
Cervical cancer; Mouth lesion; Vulva.

INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CCU) es una de las
principales enfermedades que afecta la salud de la
poblacion  femenina. Al ser enfermedad
prevenible, con altas tasas de mortalidad se le
considera un problema de salud publica a nivel
mundial. (Kuelker y Wassie, 2012). Afecta en mayor
medida a los paises con bajos y medianos ingresos
donde, ademas de ser mas frecuente, se concentra la

una

mayor mortalidad con el 85 % por CCU (De Martel et
al., 2012; Moya y Pio, 2014).

Si bien numerosos factores causales son necesarios
para la progresion de las alteraciones pre neoplasicas y
el desarrollo de CCU, el factor necesario (pero no
suficiente) es la infeccion por Virus del Papiloma
Humano (VPH); siendo esta la infeccion de transmision
sexual mas frecuente a nivel mundial. Los genotipos
de alto riesgo oncogénico (VPH-AR) ocasionan mas del
95 % de los casos de CCU a nivel mundial, 70 % de
estos casos estan asociados a los tipo 16 y 18 (Ibariez
et al., 2014)

En 2018, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
pidi6 una accidon mundial coordinada para eliminar el
cancer de cuello uterino, asegurando la inmunizacién
de poblacion infantil femenina contra los virus del
papiloma humano (VPH), despistaje en mujeres
mayores de 30 afios y tratamiento para lesiones
precancerosas. Estudios recientes con modelos
matematicos mostraron que una amplia cobertura de
vacunacion contra el VPH y la deteccion del cancer de
cuello uterino a partir de 2020, podria prevenir 12,5 a
13,4 millones de nuevos casos de este cancer
permitiendo lograr, para el 2070 la eliminacion de los
casos de cancer de cuello uterino en la mayoria de los
paises (Simms et al., 2019). Cabe destacar que la
prevencion primaria (vacunacion contra el VPH) y la
prevencion secundaria (cribado del cancer de cuello
uterino) son componentes igualmente importantes de
las estrategias de eliminacion ya que acttan de forma
aditiva interviniendo en diferentes momentos de la
historia natural del cancer de cuello uterino e implican
acciones en las mujeres de diferentes edades (Poljak,
2015).

En este contexto, se unen esfuerzos para hacer que
la investigacion cientifica tenga impacto sobre la
practica clinica, contribuyendo en la atencion a
mujeres de menores recursos, las cuales se ven
mayormente afectadas por el VPH. Por esta razon, hay
que estimular las nuevas estrategias de prevencion del
CCU vy otras enfermedades asociadas a VPH (Norrild,
2005).

En Latinoamérica existen distintos grupos de
investigacion relacionadas con el VPH y CCU, que
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enfrentan serias dificultades para el avance, al
compararse con las tendencias del resto de los paises
de altos ingresos, donde existen significativos avances
en el desarrollo de vacunas, nuevos métodos de
diagnostico y técnicas de prevencion, cambios en las
estrategias de atencion al paciente asi como de
iniciativas de prevencion a nivel global.

Las estimaciones de prevalencia de VPH en
Latinoamérica y sobre todo los de alto riesgo
oncogénico (VPH-AR) varian entre paises, regiones y
subregiones. Se ha estimado que la prevalencia global
de la infeccion por VPH es de 45,9 % en poblacion
general. Respecto a la prevalencia de VPH-AR es del
12,7 %, hasta dos veces mayor que la de los VPH de
bajo riesgo (VPH-BR). Para el Caribe se sefiala una
prevalencia de VPH-AR del 15,8 % con valores mas
elevados (De la Hoz et al., 2017).

La introduccion de tamizaje local, nacional o
regional depende del establecimiento de los criterios
para su introduccién, con base en la evaluacion de sus
beneficios en la poblacion. Una decision politica del
mas alto nivel es necesaria en los programas para
emprender transformaciones estratégicas y sostenidas
CCU a través de las
intervenciones de prevencion; para ello se deben
identificar las mejores estrategias con el objetivo de
permitir a las mujeres vulnerables al CCU tener
asistencia médica de primera.

En ese sentido, a partir de 1997 se empezaron a
formar grupos de investigacion local y nacional en
Venezuela, con el objetivo de evaluar la prevalencia de
VPH en distintas entidades clinicas, asi como la
disponibilidad de tecnologias para su deteccion. El
Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit se uni6 a

en la lucha contra el

esos esfuerzos, las investigaciones aun contintan a
pesar de la grave crisis que se vive actualmente. En
este momento el cancer del cuello uterino representa
la segunda causa de muerte oncoldgica en la poblaciéon
femenina en el Pais.

Este trabajo retine los resultados mas importantes
obtenidos por el grupo de investigacion del
Laboratorio de Microbiologia Molecular,
colabora activamente junto al Servicio de
Dermatologia en el diagndstico de VPH en las lesiones

el cual

de pene, vulva y piel provenientes de los pacientes que
acuden al Instituto de Biomedicina.

Se senalan datos relevantes de los estudios con
proyeccion a futuro, con el objetivo de mejorar la
calidad en el diagndstico molecular asi como disenar
las investigaciones que permitan  establecer la
prevalencia en la poblacién venezolana, sin restringirla
a pacientes con lesiones, ademas de evaluar la
instrumentacion a futuro, para la introduccion de
vacunas contra el VPH. Con la finalidad de disminuir
significativamente, no solo el desarrollo de cancer de
cuello uterino sino el descenso de otras patologias
asociadas a este virus.

METODOLOGIA

Se reviso la literatura cientifica publicada entre los
afios 1997 - 2019 en las principales bases de datos
bibliograficas, revistas electronicas, guias, libros y
paginas webs acreditadas, las bases de datos revisadas
fueron: Pubmed, ScienceDirect Google académico,
SciELO. La estrategia de busqueda bibliografica se
realizo utilizando palabras claves tanto en espafol
como en inglés, y empleando términos de busqueda de
acuerdo a los Descriptores de Ciencias de la Salud
(DeCS)  (http://decs.bvs.br/E/homepagee.htm) y de
acuerdo a los encabezados de términos médicos MeSH
(Medical Subject Headings)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh).

Se emplearon para la bisqueda los operadores
logicos (AND, NOT, OR, XOR) en
combinaciéon con las palabras claves: virus Papiloma
Humano, lesiones intraepiteliales, cancer de cuello
uterino, bucal y piel, verrugas, Venezuela.

Criterios de inclusién: Se incluyeron articulos
cientificos realizados por los grupos de investigacion
mencionados, tanto en espafiol como en inglés. Se
seleccionaron los que tenian acceso al texto completo

boléanos:

y que incluyeran trabajos cualitativos y cuantitativos.
Criterios de exclusién: Revistas digitales con
informacion general. Estudios narrativos.
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RESULTADOS

El proceso de seleccion de los estudios incluidos se
puede observar detalladamente en la figura 1,
mediante la metodologia de Prisma.

Articulos duplicados
excluidos

Articulosidentificadosa través de
la bisqueda ——
n=343)

(2=100)

Articulos excluidos
por no ser del grupo
de investigacion
(n=10)

Articulos fras suprimir los duplicados
(n=243)

Filtrados

Agticulos adicionales
procadentes de pdginas web
(n=2)

Articulos seleccionados
seglin criterios de inclusion
(n=21)

Seleccionados

Articulos incluidos
(n=23)

E

Figura 1. Diagrama de flujo de la revision. Tomado y modificado de Urrutia y
Bonfill (2010).

La basqueda de los articulos empleando la
metodologia de Prisma, permitié ubicar 23 articulos
publicados en revistas indexadas en las cuales el grupo
de investigacion del Instituto de Biomedicina ha
participado activamente. Se resefiaran aquellas
investigaciones mas relevantes sobre el virus de

Papiloma Humano realizadas en el pais.

VPH y odontologia
El cancer de la cavidad oral representa en todo el

mundo alrededor de 220.000 nuevos casos al afio en
hombres (5% de todos los canceres) y 90.000 en
mujeres (2% de todos los canceres) (Parkin et al., 1999).
El cancer en general representa la segunda causa de
muerte en Venezuela y el sexto lugar esta ocupado por
el cancer oral (Capote, 2015; Parkin et al., 1999).

El papel etiolégico de la infeccion por VPH en la
patogénesis de las lesiones orales de precancer y
cancer ha sido descrito por el descubrimiento del VPH
en muestras de cancer oral, asi como por estudios de
hibridacion de ADN que revelan la presencia de VPH-
11, 16 y 18 ADN en lesiones precancerosas orales y
SCC. En el estudio realizado por Jiménez et al. (1998)
empleando la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y enzimas de restriccion para la deteccion y
genotipaje del VPH en biopsias tomadas de mucosa
oral clinicamente normales de 20 sujetos sin lesion vy
otras muestras de lesiones clinicas de 40 pacientes, el
genoma viral del VPH estuvo presente en el 55%
(22/40) de las lesiones benignas orales (OBL) y en el
10% (2/20) de las muestras de control. En las OBL, se
observo que el 90,9% eran VPH de bajo riesgo
oncogénico (VPH-6, 13y 32) y el 9,1% de las muestras
tenian una infecciébn mixta con tipos oncogénicos
bajos y altos (VPH-6 y 16). En las muestras de control,
se determiné a un paciente con VPH-6 y otro con
VPH-6 y 16 en la misma muestra. Todos los ocho casos
de hiperplasia epitelial focal fueron positivos para los
tipos de VPH de bajo riesgo (88% VPH-13 y 12,5%
VPH-32).

En conclusion, este estudio demuestra una alta
incidencia de VPH en lesiones benignas orales de
pacientes venezolanos.

Correnti et al. (1999) evaluaron la presencia de VPH
en carcinomas de células escamosas orales (OSCC) en
una poblacion venezolana en las cuales se estudiaron
dieciocho biopsias, fijadas en formalina e incluidas en
parafina; 16 fueron diagnosticados como SCC. Se
detectd VPH en el 50% (8/16) de los casos de SCC. De

estas muestras VPH positivas, el 68% fueron
diagnosticadas histopatologicamente como SCC
moderadamente diferenciadas. La ubicacién

anatomica mas comun fue la mucosa de la cresta
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alveolar. Todas las biopsias positivas contenian tipos
de VPH de alto riesgo oncogénico. Se concluyd que
existe una alta prevalencia de infeccion por VPH de
tipos de alto potencial oncogénico en pacientes con
SCC en este grupo de pacientes.

VPH y lesiones de cuello uterino

El objetivo del estudio de Correnti et al. (2011) fue
determinar la frecuencia de los genotipos del VPH-AR
en lesiones intraepiteliales escamosas de bajo y alto
grado (LSIL, HSIL) y carcinoma cervical (CC) entre las
mujeres venezolanas. Se estudiaron pacientes con
diagnostico histopatologico de LSIL, HSIL y CC (LSIL-
200; HSIL-100; CC-150). La deteccion y genotipo de
VPH se realiz6 mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y wuna hibridacion reversa. La
prevalencia especifica del tipo de VPH se determiné en
pacientes con infecciones individuales y multiples.

E1 ADN del VPH se detect6 en el 68%, 95% y 98,7%
de los casos de LSIL, HSIL y CC, respectivamente. Se
observé VPH de alto riesgo oncogénico (VPH-AR) y
VPH oncogénico de bajo riesgo (VPH-BR) en el 11,8%
de los casos de LSIL, 3,2% de los casos de HSIL y 0,7%
de los casos de CC. Los tipos de VPH -16 y 18 (65%)
fueron los genotipos de VPH de alto riesgo mas
comunes en las muestras, seguidos de los tipos -52, -
33, -45y -31.

El estudio concluy6 que la carga de la enfermedad,
el cancer de cuello uterino, en las mujeres venezolanas
es alta. Los tipos de VPH-16 y18 fueron los mas
prevalentes, seguidos de los tipos -52, -33, -45 y 31
(90,1%). Los resultados de este estudio proporcionan
informacion de referencia sobre la distribucion del
tipo de VPH circulante, lo que puede facilitar el
desarrollo de un programa nacional de prevencion y
control del cancer de cuello uterino.

Los estudios realizados por Téllez et al. (2015) en
409 mujeres del estado Mérida en las cuales se
identificaron lesiones intraepiteliales y se relaciono
con la presencia de VPH. En una cohorte de esta
poblacion se compar6d la infeccion persistente con
lesiones citologicas, colposcopicas e histologicas. Se
tomaron muestras  cervicales para la deteccion
molecular del virus. El VPH fue detectado por PCR

usando como blanco en la region E6/E7 viral. El VPH
se detecto en un 37,40% (153/409) de las pacientes, el
86 % (153/178), fueron virus de alto riesgo oncogénico
de estos un 46,64% VPH tipo 18 (83/178)y VPH tipo
16 en el 34,28% (61/178). El 53,93% (96/178) de las
pacientes presentaron infecciones multiples.

La citologia mostré6 cambios en el 15% de las
pacientes positivas. Un 49,67% en mujeres positivas
para la infeccién por VPH mostraron anomalias en el
estudio colpososcopico (p <0,0019). El 85% de las
mujeres evaluadas eran menores de 45 anos.

Cincuenta y siete pacientes fueron evaluados 15
meses consecutivos después del estudio base. Este
grupo de seguimiento tenia una prevalencia inicial de
morbilidad 49,12% (28/57) y al final del seguimiento
un 10,53%. En este punto final de seguimiento se
demostré que el 89,29% (25/28) de las mujeres eran
negativas para la infeccion por VPH-AR, 10,34% (3/28)
mostro persistencia de la infeccion, 17,54% (10/57)
presentd alteraciones citologicas, con 80% de
positividad para el VPH, y una regresion del 100%
(10/10) de las lesiones previamente identificadas.

La tasa de incidencia fue del 4,23% (3/71), lo que
equivale a 4,23 nuevos casos de infeccion por VPH por
cada 100 personas, por afio de seguimiento. En
conclusion, este trabajo mostré una alta frecuencia de
infeccion por VPH de alto riesgo, con predominio de
VPH-18 y 16 y en general se presentaron infecciones
multiples en una misma paciente. La colposcopia tuvo
mejor valor predictivo para la infeccion con VPH que
la prueba de Papanicolaou. El estudio de seguimiento
revel6 un bajo porcentaje de infeccion persistente, y
una alta frecuencia de negatividad para la infeccion
alta regresion de lesiones citologicas y
colposcopicas, una baja tasa acumulada y una
incidencia similar a la reportada por otros paises de
América Latina y superior a la de los paises europeos.
Ademas es el tnico estudio realizado en Venezuela en
el cual se ha logrado un seguimiento longitudinal para
la infeccion por VPH.

VPH y patologia vulvar: El condiloma acuminado
es una de las enfermedades mas comunes de
transmision sexual alrededor del mundo. Estas
lesiones estan asociadas con la infeccion por los tipos

viral,
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de VPH 6 y 11 de bajo riesgo oncogénico. En nuestro
pais, la prevalencia de la infeccion por estos virus es
alta (65 %), razon por la cual Avila et al. (2018)
determinaron la presencia de VPH mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en un grupo de
pacientes que presentaban condilomas acuminados en
el area vulvar. De las 90 biopsias evaluadas, de
pacientes con infeccion sugestiva por el VPH, 72 (80
%) correspondieron a condilomas acuminados segin el
diagnostico histopatologico, y el 20% presentaron
otras patologias. La infeccion por el VPH se detectd en
los 72 condilomas acuminados, observandose con
mayor frecuencia el tipo 6 (54,2 %), seguido del tipo
11 (36,1 %), (4,2 %) presentaron
coinfeccion con los tipos 6 y 11 y en cuatro casos
(5,6 %) no se logro tipificar.
mostraron una clara vinculacion entre los tipos de
VPH-6 y 11 de bajo riesgo oncogénico y el
desarrollo  de las  verrugas
diferencia de las neoplasias intraepiteliales.
Pulido et al. (2011) con la finalidad de conocer
las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de
las pacientes con infeccion por VPH que acudieron
a laconsulta de patologia vulvar del Instituto
de Biomedicina, revisaron los datos registrados en
las historias clinicas de estas pacientes, en el
periodo comprendido entre enero 2004 y septiembre
2009. De 248 historias, se tomaron 98 (39,5%) con
diagnostico de infeccion por VPH, las cuales fueron
el objeto de estudio. Predominé el grupo etario entre
21 y 30 afos (25,5%), de ocupacion oficios del
hogar (45,9%), solteras (50%) y procedentes del
Distrito Capital. El 11% de estas pacientes se
encontraban embarazadas para el momento del
diagnoéstico y 23% en tratamiento con esteroides e
inmunosupresores  sistémicos. El promedio de
sexarquia fue 18,8 afos (rango 12 - 42 anos). El
motivo de consulta mas frecuente fue la presencia
(71%), seguido de (10%),
evidenciandose al examen clinico papulas verrugosas
en el 47,8%, de localizacion predominante en labios
mayores (40,7%) (p<0,05). Se practicod biopsia de piel
confirmatoria en el 38% de los casos y deteccion del
VPH por PCR en el 61% de los casos, reportandose
positiva en el 63,3%, con identificacion del genotipo

tres casos

Los resultados

genitales, a

de lesion prurito

viral tipo 6 de bajo riesgo oncogénico en el 57,9%,
seguido del genotipo 11 (23,7%) de mediano riesgo y el
tipo 16 de alto riesgo oncogénico (5,3%). El
tratamiento fue combinado en la mayoria de los casos
(20,4%): criocirugia (17,3%) y acido tricloroacético
(16,3%). El dermatdlogo cuenta con estas herramientas
moleculares para el diagnostico precoz de esta
patologia asociada a VPH.

VPH e infecciones de transmision sexual
Las ITS son un problema social, econémico, cultural

y médico. Se diferencian claramente de otras
enfermedades transmisibles y producen secuelas que
solo son caracteristicas de ellas. En un estudio
multidisciplinario en el participaron las
Universidades del Zulia, Los Andes, Carabobo, Oriente
y Central de Venezuela,
aspectos de las infecciones de transmision sexual
entre ellas VPH, donde ademas se investigo respecto a
los conocimientos sobre este tema en la poblacion
general y juvenil. Correnti et al. (2012) expusieron los
resultados de este estudio en distintas regiones del
pais. Inicialmente se determiné que en todas las
regiones estudiadas, la infeccién mas frecuente fue la
de VPH, seguida de Chlamydia y Herpes. En la Gran
Caracas y Cojedes se detecto la presencia de sifilis en
mujeres jovenes.

La deteccion de VPH demostré que en la Gran
Caracas el virus estuvo presente en 59% de la
poblacion estudiada; en Cumana se detectd 46,3% de
mujeres infectadas y en Cojedes, 40%. En Zulia la
positividad fue de 36,5% y en Mérida de 21,6%.

Se estableci6 una red de centros de investigacion
preparados tecnolégicamente para la deteccion
temprana de ITS, y su participacion en programas
conjuntos  de con los entes
gubernamentales de salud y educacion.

En este estudio se diseni6 y validdé un instrumento
que permitid determinar que la edad de inicio de la
actividad sexual en esta poblacién de jovenes estaba
entre 13 y 21 afios. Esto indica que deberian
comenzarse en la escuela primaria los esfuerzos de
educacion sexual y de prevencion de enfermedades
trasmisibles. Los medios mas comunes para la
obtencion de la informacién sobre ITS fueron los

cual

se abordaron distintos

prevencion
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padres, las aulas de clases y la television. Esto sefiala
que es sumamente importante llevar a cabo un
programa de informacion y capacitacion sobre ITS
dirigido a padres y maestros, orientado a eliminar
mitos y creencias erradas sobre la sexualidad infantil y
juvenil.

Las infecciones de transmision mas
conocidas segun el instrumento son: VIH, VPH, herpes
genital y Chlamydia, por lo que un énfasis especial
debe realizarse en los métodos para su prevencion. Sin
embargo, se observo un fuerte desconocimiento sobre
las caracteristicas de dichas enfermedades y acerca de
los métodos de proteccion adecuados en cada caso.

Se requiere reforzar el uso de los métodos de
prevencion, ya que un gran numero de personas
manifestd6  no
esporadicamente, aun teniendo la informaciéon al
respecto. Es necesario hacerlos mas accesibles a la
poblacion y profundizar en la informacion sobre su
uso, asi como en la explicacion de sus cualidades y
aplicaciones a través de campafias publicitarias y
educativas.

También es necesario, separar con mayor énfasis las
funciones de prevencion de embarazo y las de
prevencion de ITS, y apuntalar la importancia de la
comunicacion de la pareja para llevar a cabo una
adecuada planificacion familiar, lo que reduciria el
namero de madres y/o padres solteros, adolescentes,
nifilos abandonados y otros problemas relacionados.
En conclusion, estos datos brindan herramientas
especificas para desarrollar campafias, programas de
prevencion y tratamiento de las infecciones de
transmision sexual, para aclarar el panorama en cuanto
a la poblacion de riesgo, los medios a través de los
cuales es mas efectivo el mensaje y el tipo de mensaje
que debe transmitirse en funcion de las necesidades
de la poblacion. Todo ello relacionado con la
generacion de planes adaptados a la realidad
venezolana.

sexual

usarlos 0 haberlos usado

Metodologias moleculares para la deteccion de
VPH

Otro tema importante que el  grupo
multidisciplinario ha abordado, es la evaluaciéon y
desarrollo de distintos métodos de diagnodstico

molecular, para la detecciéon y estudio de genotipos de
VPH. La gran variedad de estuches comerciales de
VPH en el mercado (Poljak et al. 2015), complica la
eleccion de la mejor prueba para los programas de
deteccion del cancer de cuello uterino. Sélo se deben
utilizar pruebas de VPH clinicamente validadas que
demuestren sensibilidad  reproducible 'y
consistentemente alta (Ronco et al. 2015). Por lo tanto,
la gran mayoria de los ensayos de VPH disponibles en
el ambito comercial siguen siendo inadecuados para la
deteccion porque no hay evaluaciones de rendimiento
validas en la literatura revisada por pares. A partir de
julio de 2019, solo 15 ensayos del VPH cumplen con
los criterios de directrices de consenso internacional
para la deteccion del cancer de cuello uterino primario.

Las pruebas basadas en la deteccion de ADN del
VPH han demostrado ser una herramienta muy Gtil
para el cribado y el seguimiento de infecciones
cervicales. Michelli et al. (2011) compararon tres
métodos para la deteccion de ADN del VPH junto con
el analisis de la citologia y colposcopia. Se recogieron
muestras cervicales de 100 mujeres sexualmente
activas en Mérida, en el oeste de Venezuela. La
infeccion por VPH se examiné utilizando ensayos
Hibrido de Captura 2 (HC2), L1-Nested-PCR y E6/E7-
PCR en tiempo real. El 40% de las muestras (40/100)
fueron positivas por el VPH al menos por uno de los
métodos de deteccion. La prueba de HCZ detectd VPH
en 12% de las muestras. Los PCR L1 y E6/E7
sensibilidad del 50% y wuna
especificidad del 77%. La tasa de concordancia entre
HC2 y ambos ensayos fue del 65%. El valor de Cohen
Kappa mostr6é una concordancia moderada entre HC2
y ambos métodos de PCR (0,55; CI 95%). También se
evidencié6 una concordancia moderada cuando se
compararon los PCR L1- y E6/E7 (=0,48 s; CI 95%).
Hubo una asociacion significativa entre la prueba de
Schiller y E6/E7-PCR (p-0,006) para la infeccion por el
VPH.

Existe una concordancia aceptable entre los tres
ensayos para la deteccion del VPH. Sin embargo, es
necesario analizar mas a fondo los diferentes formatos
de PCR para elegir el método correcto para las pruebas
de VPH. Estas investigaciones fueron posibles ya que

una

mostraron una
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previamente se realizaron dos trabajos previos para
disenar y evaluar el sistema de PCR en tiempo real, con
el objetivo de ser empleado para la deteccion,
genotipificacion, carga viral y lo mas importante; la
insercion del genoma viral en el ADN humano como
marcador de progresion. (Michelli 2010,
Jurguensen et al. 2010).

et al.

DISCUSION

Las distintas investigaciones en las cuales ha
participado el Laboratorio de Microbiologia Molecular
del Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit,
permitié consolidar un grupo de trabajo cientifico en
el area de la infeccion causada por el virus de Papiloma
Humano. Es importante destacar que el Laboratorio de
Microbiologia Molecular no solo representa un
laboratorio de investigacion sino que realiza labores de
servicio a los pacientes que acuden a la institucion y
otros centros publicos asociados; hasta el momento se
han procesado unas dos mil muestras para el
diagnostico molecular y la tipificacion del virus. Las
muestras, principalmente, han sido provenientes de
pacientes que acuden al Servicio de Dermatologia del
Instituto, asi como también de los Servicios de
Ginecologia y Urologia del Hospital Vargas y la Unidad
de ITS del Hospital Universitario de Caracas. En este
contexto, el laboratorio da respuesta de diagnostico
molecular en la deteccion y genotipificacion del virus,
lo cual contribuye de manera invaluable en el
diagnostico preciso, asi como en la orientacion del
tratamiento y seguimiento del paciente infectado.

El grupo de investigacion se ha orientado desde su
constitucion, en los estudios de agentes infecciosos
relacionados con lesiones neoplasicas de distintas
indole. Ademas, participa activamente en las
actividades docentes institucionales y universitarias.
La breve sinopsis de la trayectoria del grupo orientada
principalmente al virus papiloma humano, deja en
claro que es posible analizar muestras biolégicas de
todo tipo para la busqueda viral, los resultados indican
que en Venezuela los VPH de alto riesgo que
mayormente circulan en pacientes con lesiones
intraepiteliales del CU son el VPH-16 y VPH-18 y que

los VPH de bajo riesgo como el 6 y el 11 se presentan
con mayor frecuencia en lesiones vulvares.

Lo mas importante en el contexto del grupo de
investigacion es su permanencia en el tiempo, las
interrelaciones con
publicas y privadas, el acompafiamiento en estudios de
campo en poblacion joven susceptible a sufrir estas
infecciones, el interés en la labor educativa y de
formacion y apertura a participar en grupos
multidisciplinarios.

instituciones universitarias

CONCLUSIONES

El Laboratorio de Microbiologia Molecular del
Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit, ejerce sus
funciones de investigacion, docencia y servicio desde
hace mas de 23 anos.

Ha participado proyectos de
investigacion a nivel nacional e internacional en el area
de microorganismos asociados a cancer.

El grupo de investigacion ha sabido establecer
alianzas estratégicas con varias Universidades y otras
instituciones en el pais para abordar la problematica
del cancer del cuello uterino y su relacion con el virus
de Papiloma Humano.

en distintos
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RESUMEN

El Instituto de Biomedicina “Dr. Jacinto Convit’, como resultado de afios de
experiencia e investigacion, ha desarrollado productos biologicos para el
diagnoéstico de diferentes enfermedades tales como: la leishmaniasis, las micosis
sistémicas, las infecciones entéricas producidas por bacterias y la infeccion por
Helicobacter pylori. A lo largo de los afios se ha conformado un equipo
multidisciplinario de investigadores que conforman los diferentes laboratorios de:
Bioquimica, Micologia, Enfermedades Entéricas y Microbiologia Molecular. Estos
productos se desarrollaron inicialmente como parte del avance de las diferentes
lineas de investigacion en cada uno de los laboratorios y actualmente, cumplen con
el objetivo de dar respuesta a la demanda de diagnéstico de estas enfermedades
endémicas de gran importancia en Venezuela. Contribuyendo de esta manera con
la investigacion, la academia, la formacién de nuevos talentos y planteando la
innovacion como un proceso productivo y sostenible de nuestro pais.

Palabras clave: Leishmanina; micosis sistémicas; diarreas; Helicobacter pylori;
diagnostico.

BIOLOGICAL INNOVATION IN PRODUCTS FOR DIAGNOSIS: A
CONTRIBUTION TO THE SUSTAINABLE DEVELOPMENT OF HEALTH IN
VENEZUELA

ABSTRACT

The Institute of Biomedicine “Dr. Jacinto Convit”, throughout his scientific
experience, has developed biological products for the diagnosis of different diseases
such as: leishmaniosis, systemic mycoses, enteric infections caused by bacteria and
Helicobacter pylori infection. Over the years, a multidisciplinary team of researchers
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has been formed that make up the different laboratories of:
Biochemistry, Mycology, Enteric Diseases and Molecular
Microbiology. These products were initially developed as
part of the advancement of the different lines of research
in each of the laboratories and currently with the objective
of responding to the demand for diagnosis of these endemic
diseases of great importance in Venezuela. Contributing in
this way with research, the academy, the training of new
talents and proposing innovation as a productive and
sustainable process in our country.
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INTRODUCCION

El Instituto de Biomedicina “Dr. Jacinto Convit”
tiene una amplia trayectoria en el estudio de diversas
enfermedades que afectan a la poblacién venezolana.
A lo largo de los afios se ha conformado un equipo de
cuya trayectoria profesional fue
influenciada por su fundador y director; el Dr. Jacinto
Convit. En la bisqueda de aportar soluciones a los
problemas de salud puablica, este equipo ha
desarrollado productos biologicos para el diagnoéstico
de algunas enfermedades endémicas de gran
importancia en Venezuela como lo son: Ia
leishmaniasis, las micosis, las diarreas entéricas y la
infeccion por Helicobacter pylori. Estos productos han
sido elaborados a partir de cepas autdctonas, por lo
que son altamente especificos para los pacientes en
Venezuela. Ademas, al ser producidos en el pais se
garantiza su accesibilidad y bajo costo. El enfoque del
equipo esta fundamentado en la maxima optimizacion
de los espacios y las funciones, para lograr generar
estos productos con altos estandares de calidad,
orientados a satisfacer la gran necesidad de
diagnostico de distintas endemias en el pais, con la
vision a futuro de abastecer los servicios de salud a
nivel nacional y asi ofrecer estas pruebas de
diagnostico a toda la poblacion.

investigacion

LEISHMANINA: SU IMPORTANCIA COMO PRUEBA
DE DIAGNOSTICO

La Leishmaniasis es una enfermedad causada por
un protozoo parasito del género Leishmania, que es
transmitido a través de la picadura de fleb6tomos
infectados. La infeccion se presenta como un espectro
clinico que puede ir desde lesiones ulcerativas en el
lugar de la picadura, hasta la produccion de un
compromiso visceral diseminado que puede causar la
muerte. Este rango de manifestaciones, ha permitido
describir tres formas principales de
leishmaniasis: la visceral (la forma mas grave de la
enfermedad, a menudo conocida como enfermedad de
kala-azar), la cutanea (mas frecuente) y la forma
mucocutanea (Convit et al, 1993).

Esta enfermedad afecta a las poblaciones mas
pobres del planeta, esta asociada a diversos factores
ambientales, la malnutricion, los desplazamientos de
poblaciones, las malas condiciones de vivienda, la
falta de recursos econémicos y la debilidad del
sistema inmunitario (Convit, 1974; Convit, 2005).

El altimo reporte sobre el estado de la infeccion por
leishmaniasis en Venezuela, correspondiente al afio
2017, muestra un incremento significativo en el
numero de casos de leishmaniasis cutanea y mucosa
en el pais. El informe reporta que durante este afio se
registraron 2.326 casos nuevos, con una incidencia de
11,26 por 100.000 habitantes (OPS, 2019). Esta
importante incidencia impulsa la necesidad de contar
con pruebas que permitan un diagnostico eficiente y
oportuno de la infeccion.

El diagnéstico de la Leishmaniasis esta basado en
cuatro

clinicas

criterios fundamentales: clinico,
epidemiolégico, inmunolégico y parasitolégico. La
Leishmanina o Prueba de Montenegro (IDR) es una de
las pruebas de diagnostico mas utilizadas y consiste en
la inoculaciéon por via intradérmica en el antebrazo de
una suspension de 0,1 mL de antigeno de
promastigotes de Leishmania muertos por calor en
una concentracion de 6,25 x 10° promastigotes por
mlL, Esta prueba es de reconocida utilidad en estudios
epidemiolégicos y como apoyo en el diagnostico
diferencial de la leishmaniasis tegumentaria ya que
permite evaluar la inmunidad mediada por células a

través de la reaccion de hipersensibilidad (Furuya et
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al, 1989). La lectura de la Leishmanina, se realiza a las
48 horas posteriores a la inoculacioén, utilizando la
técnica del boligrafo, y su interpretacion en el pais se
efectita segun los criterios establecidos por el
Programa Control de la Leishmaniasis en Venezuela
(MPPS 2019), considerando positiva la reacciéon
cuando el didmetro de la induracion (consecuencia de
la estimulacion celular) es de 10 mm o mas.

La Leishmanina es una alternativa en el diagnostico
presuntivo y diferencial de la leishmaniasis, siendo
ampliamente utilizada por el bajo costo de su
produccion y por la facilidad de su aplicacion e
interpretacion, sobre todo en el medio rural donde se
encuentran los mayores porcentajes de personas
afectadas. En este sentido, cabe destacar que el
Instituto de Biomedicina “Dr. Jacinto Convit” a lo largo
de la historia ha realizado grandes esfuerzos formando
al personal de salud tanto a nivel local como a nivel de
los diferentes Servicios de Dermatologia Sanitaria del
pais.

Desde el afio 1984 en el Laboratorio de Bioquimica
del Instituto Biomedicina “Dr. Jacinto Convit”, se
elabora la Leishmanina, siendo que su produccion y
utilizacion se ha mantenido en el tiempo, cumpliendo
asi con el legado de la labor del Dr. Jacinto Convit
quien desde sus inicios dirigi6 su produccion y dejo,
de manera innegable, grandes contribuciones en el
estudio de la leishmaniasis en Venezuela (Convit et al.,
1987; Convit et al., 2004).

La Leishmanina elaborada en el Instituto de
Biomedicina “Dr. Jacinto Convit” es un antigeno
producido con la especie de Leishmania mexicana
pifanoi (LEM 279), tipificada por el Centro Nacional
de Referencia de Leishmaniasis,
Parasitologia del Dr. Jean-Pierre Dedet en Montpellier
Francia, bajo el codigo de identificacion:

CNRL Code:LEM 279

WHO Code: MHOM/VE/57/LL1

TAXON: Leishmania Pifanoi

ZYMODEME: MON-40

Para su produccion, los ejemplares del parasito
Leishmania se crecen en medio de
suplementado con nucle6tidos, vitaminas, y
antibi6ticos. Los promastigotes son recogidos en su

Laboratorio de

cultivo

fase logaritmica, son resuspendidos y envasados en
certificados, para posteriormente  ser
inactivados por calor (Pan, 1984). En cada fase, son
realizados los correspondientes controles de
esterilidad para verificar la ausencia de bacterias,
hongos y micobacterias, asi como también los ensayos
de inocuidad para probar toxicidad.

La Leishmanina contribuye sin duda, en una
manera facil, econémica y eficiente al diagnostico
presuntivo de la enfermedad, que junto a otros
meétodos directos que evaltan la presencia del agente
causal, coadyuvan a su diagnéstico definitivo. Por
tanto, potenciar el desarrollo y produccion de la
Leishmanina aporta beneficios indiscutibles en la
poblacion afectada por esta enfermedad.

viales

DESARROLLO DE ANTISUEROS PARA EL
DIAGNOSTICO DE DIARREAS BACTERIANAS

La diarrea aguda infantil continGa siendo la
segunda causa de muerte en la poblacion menor de 5
afios; 499.000 nifios fallecen por diarrea anualmente
en el mundo, representando esta cifra el 8,6% de las
muertes por todas las causas en este grupo de edad
(GBD Diarrhoeal Collaborators, 2017).
Venezuela, no escapa a esta problematica; para el afio
2016 la diarrea aguda resultd ser la tercera causa de
consulta, con 2.208.623 eventos en toda la poblacion.
De este total, 38,7% (853.698 casos) correspondieron
a la poblacion menor de 5 afos, observandose ademas
en este grupo de edad, un incremento de 187.310
casos con respecto al ano 2015 (Boletin
Epidemiolégico MPPS, 2017).

Entre las bacterias que causan diarrea aguda
infantil, Escherichia coli enteropatogena (ECEP) es una
de las mas importantes en el mundo, registrandose la
mayor frecuencia de la infeccion en la poblacion
menor de 2 anos, disminuyendo considerablemente el
numero de infecciones con la edad (Lanata et al.,
2017). Se estima que EPEC es responsable del 5-10%
de las diarreas pediatricas en paises en desarrollo
como Brasil, Chile, Pert e Iran (Lanata et al., 2017,
Goémes et al, 2016). En Venezuela, los trabajos
realizados muestran igualmente el impacto de la
infeccion por ECEP en la poblacion infantil,
reportando en algunos casos, como en Caracas y el
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estado Sucre frecuencias superiores al 30% (Gonzalez
et al., 2018; Michelli et al., 2016).

Una de las metodologias utilizadas para la
identificacion de ECEP es la seroagrupacion, mediante
la utilizacion de sueros polivalentes que evidencian la
presencia de los antigenos somaticos “O”. Sin
embargo, la adquisicion de estos sueros en el mercado
es de alto costo, debido a que son productos
importados.

De manera que la alta frecuencia de ECEP en la
poblacion infantil con diarrea aguda y el elevado costo
de los estuches de diagnostico, justifican la busqueda
de alternativas que permitan la adecuada y oportuna
identificacion del patogeno.

El Servicio Auténomo Instituto de Biomedicina “Dr.
Jacinto Convit” (SAIB), a partir del ano 2010, inici6 la
produccion  de polivalentes para la
identificacion de cepas ECEP aisladas de muestras de
heces. La concepcion del producto consiste en la
obtencién de sueros polivalentes, elaborados a partir
de cepas de referencia y que mediante la técnica de
aglutinacion  en permitan la rapida
identificacion del patogeno.

El estuche de diagnostico consiste de tres
polivalentes que permiten la identificacion de la
ECEP, mediante la deteccion de los antigenos
somaticos “O”. Cada estuche de diagnostico esta
compuesto por tres polivalentes: polivalente 1|
(factores 026, O55, O88), polivalente II (factores
0119, 0125, O126) y polivalente 1II (factores 0114,
0142, O0O158). Cada polivalente fue
internamente mediante la prueba de aglutinaciéon en
lamina y siguiendo los criterios del Centro para el
Control y Prevencién de Enfermedades de Atlanta
(CDC 2003). Para esto se utilizaron cepas controles
positivos (cepas homologas de referencia) y controles
(cepas  heterdlogas de referencia)
suministradas por Instituto “Adolfo Lutz”-Brasil y por
el Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos.

Los tres polivalentes presentaron una sensibilidad
del 100%. Mientras que, la especificidad del
polivalente I fue del 83% y la de los polivalentes Il y

SUEros

lamina

evaluado

negativos

I del 97%. Estos resultados muestran la 6ptima y alta
especificidad de estos los polivalentes contra ECEP.

Posterior a la realizacibn de las pruebas de
sensibilidad, especificidad y estabilidad, se donaron
pequefios lotes de estos sueros al Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Vargas en donde fueron
probados con resultados muy satisfactorios. De igual
forma los sueros se han utilizado en varias tesis de
grado; los resultados de una de estas tesis ya se han
publicado (Gonzalez et al., 2018).

Debido a la alta frecuencia de ECEP en los casos de
diarrea infantil en nuestro pais, la produccion de los
aglutinantes para
patogeno es de gran importancia, siendo ademas que,
por los momentos, representan la tinica oferta a nivel
nacional, tienen una alta sensibilidad y especificidad
y reducen
adquisicion.

La produccion de sueros aglutinantes para la
identificacion de ECEP, permitira la identificacion
rapida y oportuna del patégeno lo que facilitara la
aplicaciéon de un tratamiento adecuado. De igual
forma, se vera beneficiada la vigilancia epidemiologica
de la enfermedad lo que llevara al desarrollo de
medidas de prevencion e intervencion oportunas.

SUeros la identificacion del

considerablemente los costos de

ANTIGENOS PARA EL DIAGNOSTICO DE MICOSIS
PROFUNDAS

Venezuela ubicacion geografica
privilegiada, ocupando una posiciéon muy importante
entre los paises de América Latina (Albornoz 1996).
Las caracteristicas climatologicas y territoriales
favorecen el desarrollo abundante de la flora, asi como
también de los agentes causales de las micosis
profundas sistémicas, por lo que la incidencia de las
enfermedades producidas por ellos, son de gran
importancia en la salud pablica (Pérez et al., 2000). Las
sistémicas, como la Histoplasmosis,
Paracoccidioidomicosis y Aspergilosis estan presentes
en nuestro pais, y se adquieren por inhalacion.
Actualmente, se requiere métodos de diagnostico
rapidos, de alta sensibilidad y especificidad y que
contribuyan al conocimiento de su epidemiologia. En
este sentido, se han reportado, mas de 1.600 casos
anuales de micosis profundas que afectan a la

tiene una

micosis
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poblacién rural y urbana del pais, siendo Histoplasma
capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Sporothrix
schenckii, Coccidioides posadasii 'y Aspergillus spp los
agentes causales mas frecuentes (Vera et al., 2007,
Martinez et al., 2013). La histoplasmosis es causada
por Histoplasma capsulatum, posee una distribucion
mundial y se ha encontrado en los cinco continentes
(Wheat et al, 2016). Por otro lado, la
paracoccidioidomicosis, es una micosis sistémica,
exclusiva de América Latina, es la primera micosis
profunda en pacientes inmunocompetentes, es
producida por Paracoccidioides brasiliensis y se
caracteriza por estar asociada a la poblacién rural
(Cermeno et al, 2004; Martinez et al, 2013). Su
diagnostico tardio puede producir la muerte o
conllevar a una importante fibrosis pulmonar (Da Silva
et al, 2016).

La aspergilosis, es una micosis oportunista que
afecta principalmente a individuos
inmunocomprometidos (Vera et al., 2007). Es causada
por Aspergillus spp, los cuales son hongos saprofitos y
ubicuos, de distribucién universal. En los ualtimos
afios, se observa un notable aumento de las
infecciones micoticas, debido principalmente, a las
condiciones socio-econdmicas de la poblacion de las
areas endémicas de los paises de Sur América, ademas,
también se ha elevado el nimero de coinfecciones
asociadas a micosis tales como: Tuberculosis y VIH.
(Falci et al, 2019). En este sentido, el estudio
micologico es certero y oportuno para el diagnostico
de estas micosis, pero el resultado tarda entre 15 a 30
dias, mientras que el diagnostico serologico,
empleando antigenos flngicos de produccion
endoégena con cepas autoctonas, permite en una
semana, un resultado que aunado a los parametros
clinicos, conforma un diagnéstico certero.

El laboratorio de Micologia del Instituto de
Jacinto Convit”, ha
desarrollando y caracterizando antigenos flngicos
para el diagnostico de las micosis profundas
localizadas y sistémicas desde los afios 70, los
métodos de produccion fueron inicialmente tomados
de trabajos de autores con experiencia en el area.
Estos métodos se fueron adaptando y elaborando con

Biomedicina “Dr. venido

cepas autodctonas, obtenidas de los pacientes
afectados con cada una de las micosis. Se ensayaron
cepas y técnicas hasta ir obteniendo reactivos de
mayor calidad diagnoéstica, comprobado su eficacia,
especificidad y sensibilidad por diversas técnicas, a la
par del diagnoéstico micolégico de rutina que siempre
sustenta el estudio del paciente. Estos antigenos
fungicos, obtenidos de cepas autoéctonas y sus
respectivos especificos, permiten el
diagnostico de las micosis profundas y subcutaneas
endémicas del pais, a través del serodiagnostico
(Mendoza et al., 2002; Zambrano et al., 2001).

Hasta la fecha, estos reactivos se han elaborado a
pequenia escala, por lo que no se pueden ofrecer de
manera extensiva para ser distribuidos a nivel
nacional a los multiples centros de salud publica,
donde son ampliamente requeridos. Viéndose éstos
obligados (en el mejor de los casos) a adquirirlos de
laboratorios comerciales, lo cual implica un alto costo,
o en su defecto, prescindir de ellos. La elaboracion en
el pais, a gran escala de los antigenos flngicos con
cepas autodctonas, permitiria su distribucion de
manera eficaz y segura, a los centros de salud publicos
especializados en el diagnéstico de las patologias
fangicas.

Ademas del diagnostico, estos reactivos pueden
servir de base para otros estudios de investigacion,
como la creacion de cebadores moleculares para el
diagnostico molecular, desarrollo de futuras vacunas
y tratamientos, permitiendo
desarrollar otras técnicas de diagnostico serolégico, de
mayor sensibilidad y especificidad como por ejemplo
la técnica de ELISA, la cual hasta la fecha, no esta
implementada en ningln centro de salud de nuestro
pais (Alvarado et al., 2015; Alvarado et al., 2020).

Principalmente, el desarrollo de estos reactivos en
el pais, brinda la oportunidad de poder crear y cubrir
nuestras propias necesidades y requisiciones a costos
factibles para el diagnostico de las micosis endémicas
y oportunistas que afectan a la poblacion venezolana.

antisueros

experimentar y
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INMUNODIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR
Helicobacter pylori Y SUS FACTORES DE
VIRULENCIA

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria que
coloniza la mucosa gastrica y se estima que mas del
50% de la poblacion mundial esta infectada con esta
bacteria, siendo que en paises sub desarrollados la tasa
de infeccién en la poblacion sobrepasa el 80% (Zamani
et al., 2018). La persistencia de la infeccién con H.
pylori puede ocasionar el desarrollo de diversas
patologias como gastritis, ulcera gastrica o duodenal,
linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT)
y adenocarcinoma gastrico; por lo que es considerado
el primer agente etiolégico para la mayoria de los
desoérdenes gastroduodenales siendo declarado como
agente carcinégeno humano tipo I en 1994, por la
Organizacion Mundial de la Salud y la Agencia
Internacional del Cancer (IARC, 1994). La infeccion
por H. pylori induce un proceso inflamatorio que
produce gastritis cronica, la cual puede permanecer
asintomatica durante aflos o evolucionar desde una
gastritis no atrofica a patologias gastricas severas
(Correa 2012), es por ello que existe consenso a nivel
mundial sobre la importancia de su diagnostico y
erradicacion, la cual ha sido planteada como estrategia
para la prevencion de cancer gastrico en el mundo
(Malfertheiner et al., 2017).

H. pylori tiene alta variabilidad genética y sus genes
cagA y vacA le confieren mayor virulencia, siendo las
cepas cagA+ las que estan asociadas con mayor
cronicidad de la infeccion, patologias gastricas severas
y desarrollo de cancer gastrico (Correa et al. 2012). En
Venezuela, la infeccion gastrica por H. pylori es de alta
prevalencia en nifios y adultos, los estudios han
demostrado que mas de la mitad de la poblacion esta
infectada, siendo que el 50% de los infectados lo estan
por cepas cagA+ (Bohoérquez et al., 2010; Cavazza et al.,
2004; Ortiz-Princz et al, 2003; Ortiz-Princz et al,
2016), por otro lado, nuestro pais tiene una alta
incidencia de cancer gastrico, con énfasis en la zona
Andina.

El diagnéstico de la infeccion es complejo,
principalmente por la descrita inconsistencia entre las
diferentes pruebas de diagnoéstico disponibles, dicha
inconsistencia esta determinada por las diferencias de

sensibilidad y especificidad, la calidad y precision de
la toma de muestra, la experticia del evaluador
(examen histologico) y el tipo de prueba de
diagnostico utilizada. En general, las pruebas no
invasivas estan conformadas por la prueba de Carbono
radiactivo ("*C y *C) también conocida como la prueba
del aliento, la detecciéon de antigenos en heces y la
serologia. De éstas, la primera es considerada la prueba
de oro. Ninguna de las dos primeras detecta el tipo de
cepa de acuerdo a sus factores de virulencia. Existen
algunos estuches comerciales serologicos que
detectan anticuerpos anti CagA, sin embargo ninguno
de estos productos son elaborados en el pais por lo
que sus costos son muy elevados y por lo tanto poco
accesibles, sobre todo en poblaciones de bajos
recursos. Por su parte, las pruebas invasivas requieren
la toma de biopsias gastricas a partir de las cuales se
puede realizar el cultivo, la examinacion histologica,
PCR y la prueba de ureasa rapida. Estas pruebas se
fundamentan en la deteccion directa de la bacteria,
sus genes o productos metabolicos.

Es indiscutible que existe una gran necesidad de
disponer de pruebas que contribuyan al diagnoéstico
de la infeccion y que ademas éstas determinen los
factores de virulencia de la cepa infectante que son de
importancia clinica, que sean pruebas de alta
sensibilidad y especificidad, de costos accesibles y
que den respuesta a los requerimientos existentes en
el pais. Cabe destacar que el adecuado diagnostico de
la infeccion y la deteccion de los factores de virulencia
que estan asociados al desarrollo de lesiones pre
neoplasicas y neoplasicas, son esenciales para un
diagnostico certero y oportuno, asi como para el
adecuado seguimiento del paciente infectado, lo cual
contribuye a la prevencion de la cronicidad de
procesos inflamatorios que pueden derivar en el
desarrollo de cancer gastrico.

El Laboratorio de Microbiologia Molecular del
Instituto de Biomedicina “Dr, Jacinto Convit”, tiene
una amplia trayectoria en la investigacion de la
infeccion por H. pylori, asi como de otros agentes
infecciosos. Desde sus inicios, nuestro grupo de
investigacion trabajoé en conjunto con el Laboratorio
de Microbiologia, donde bajo la orientacién de la Dra.
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Tabla 1: Productos para el diagndstico de enfermedades endémicas en Venezuela desarrollados en el Servicio Auténomo Instituto de Biomedicina

“Dr. Jacinto Convit".

Producto Infeccion que  Fundamentode la Agente / cepa Prevalencia Nacional
diagnosticael = prueba de la enfermedad
producto

Leishmanina Leishmaniasis  Antigeno parala  Leishmania 2.326 casos nuevos

evaluar reaccion registrados para el
de afio 2017*
hipersensibilidad.

(Prueba de

Montenegro)

Antisueros para  Diarreas Antisueros para la Antigenos somaticos  30% de las diarreas

el diagnostico bacterianas deteccion de “O” de ECEP. infantiles son

de diarreas
bacterianas

producidas por
ECEP

antigenos de
ECEP.

polivalente I (factores
026, 055, 0O88),
polivalente II (factores
0119, 0125,0126)y
polivalente III
(factores 0114, 0142,
0158).

producidas por el
agente**

Antigenos para  Micosis Antigenos para la  Histoplasma 1.600 casos anuales
el diagnostico profundas deteccion de capsulatum, de micosis
de micosis anticuerpos. Paracoccidioides profundas:
profundas brasiliensis, Sporothrix

schenckii, Coccidioides

posadasii'y Aspergillus

spp-
Estuche Infeccion por  Péptidos H. pylori, Ureasa 'y 30-50% en nifos 70-
Inmunodiagnést  H. pylori. sintéticos parala  CagA 90% en adultos.
ico para la deteccion de

infeccion por H.
pylori

anticuerpos.

cagA: 50% de los
infectados por H.
pylorit

*OPS 2019

**Datos reportados para Distrito Capital y Estado Sucre. Gonzalez et al. 2018, Michelli et al. 2016
- Vera et al. 2007, Martinez et al. 2013.
$ Bohorquez et al. 2010, Cavazza et al. 2004, Ortiz-Princz et al. 2013, Ortiz-Princz et al. 2016
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Urrestarazu y su equipo se estandarizaron los métodos
para aislar y cultivar en 1983, por primera vez en
Venezuela, a Campylobacter jejuni y posteriormente a
H. pylori a partir de biopsias gastricas de pacientes
infectados (Vera 2008). A lo largo de su trayectoria, el
Laboratorio de  Microbiologia  Molecular ha
desarrollado y ajustado protocolos para: el diagnéstico
molecular de la bacteria y sus genes de virulencia, el
diagnostico microbiolégico, estudios de
susceptibilidad antibacterianos y preparacion de
antigenos para el desarrollo y estandarizacion de
pruebas de diagnostico basadas en la deteccion de
anticuerpos, siempre en la basqueda de herramientas
que contribuyan a mejorar el diagnostico de la
infeccion.

En los altimos afios, nuestro grupo de investigacion
ha desarrollado una prueba diagnostica basada en el
disefio y sintesis de péptidos que permite determinar
anticuerpos IgG séricos e IgA secretores en saliva
especificos anti H. pyloriy sus proteinas de virulencia,
con lo cual es posible contribuir de esta manera al
diagnoéstico de esta infecciéon, de una forma no
Resultados  previos  de
investigaciones han mostrado que la deteccion de
anticuerpos especificos anti H. pylori en saliva son un
buen indicador de infeccion activa (Ortiz et al., 2002),
por lo que su determinacion en este formato es un
gran aporte para el diagnostico de la infeccion.

Con el apoyo del Centro Nacional de Protedmica
del Instituto de Medicina Tropical, en los Laboratorios
de Quimica de Proteinas, Sintesis de Péptidos y la
Secciéon de Biohelmintiasis (Noya et al., 1998), se han
disefiado secuencias de proteinas especificas de H.
pylori utilizando herramientas de bioinformatica y se
han sintetizado estas secuencias peptidicas en fase
solida, lo cual nos ha permitido estandarizar pruebas
de inmunodiagnoéstico que determinan anticuerpos
IgG séricos e IgA secretores en saliva, especificos anti
péptidos de H. pylori, de CagA y otros factores de
virulencia, en un formato de multiples antigenos que
permite evaluar varios péptidos de manera simultanea
en la muestra de un paciente. Las pruebas han
mostrado tener una alta sensibilidad y especificidad,
la cual ha sido determinada utilizando como prueba de

invasiva. nuestras

oro la PCR y se han empleado en diversos protocolos
de investigacion, con el apoyo de los Servicios de
Gastroenterologia de diferentes centros de salud
nacional.

Estas pruebas se desarrollan a costos accesibles,
son relativamente sencillas de realizar, se pueden usar
masivamente y son una excelente alternativa no
invasiva que junto al criterio clinico, dan respuesta al
diagnéstico y contribuyen: al tamizaje, al criterio de
decision del estudio endoscopico de vias digestivas
superiores y pautas de tratamiento, teniendo ademas
un gran valor epidemiolégico.

El desarrollo de estas pruebas de diagnostico para
la infeccion por H. pylori 'y sus factores de virulencia,
basada en péptidos sintéticos, nace como una
necesidad de dar respuesta al diagnostico eficaz y
oportuno de esta infeccién que es de alta prevalencia
en Venezuela y cuya deteccion temprana contribuye
a la prevencion del cancer gastrico.

Un resumen de los productos para el diagnostico de
las distintas enfermedades endémicas en Venezuela
desarrolladas en la institucion, en el marco de este
proyecto, se muestran en la tabla 1.

ESCALADA DE PRODUCCION
El desarrollo de los distintos productos para el

diagnoéstico de enfermedades endémicas en Venezuela
aqui expuestos (Leismanina, antigenos para la
deteccion de micosis sistémicas, antisueros para la
deteccion de agentes bacterianos productores de
diarreas y pruebas de inmunodiagnostico para la
deteccion de la infeccion por H. pylori y sus factores
de virulencia), surge como una necesidad de dar
respuesta a la limitacion que genera la dificultad del
diagnostico y por tratamiento
oportuno de las diferentes enfermedades. A pesar que
los productos se han desarrollado previamente como
parte de las lineas de investigacion de nuestros
laboratorios, y que se han elaborado con éxito a
pequena escala siendo probados en varios laboratorios
nacionales, en trabajos de investigacion publicados o
presentados en congresos nacionales e
internacionales y en tesis de grado, se hace necesario
realizar los pasos requeridos y llevarlos a un formato

consiguiente el
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adecuado que permita escalar su produccion,
distribucion y mantenimiento en el tiempo, para asi
atender a las necesidades de diagnostico nacional.
Actualmente, estos productos dan respuesta a una
cantidad importante de pacientes que acuden al
Instituto a través del Servicio de Dermatologia, el
Hospital Vargas, el Hospital Universitario de Caracas,
el Hospital Militar, entre otros centros nacionales del
sistema publico de salud.

El Instituto de Biomedicina “Dr. Jacinto Convit”
cuenta con las capacidades y gran parte de la
infraestructura necesaria, sin embargo requiere de una
inversion importante para adecuar los espacios de la
planta de produccion existente y el laboratorio de
control de calidad y poder cumplir asi con las pautas
y normas de Buenas Practicas de Manufactura que
permitan escalar la produccion a un nivel superior
para dar respuesta a la alta demanda de estos
productos a nivel nacional.

La fortaleza de este proyecto de consolidar una
planta de produccion de los descritos productos
biol6gicos para diagnostico, reside en el conocimiento
cientifico y la experiencia de su equipo de trabajo, en
la infraestructura del Instituto de Biomedicina “Dr.
Jacinto Convit” y en los saberes adquiridos para lograr
el cumplimiento de la permisologia nacional, las
normas ISO, las Buenas Practicas de Manufactura y el
registro de marca. Siendo esta una innovadora vision
dentro del Instituto, el cual desde sus inicios ha
representado ser una institucion de servicio, docencia
e investigacion.

CONCLUSIONES

Los productos de diagnostico desarrollados en el
Instituto de Biomedicina “Dr. Jacinto Convit”, son
preparados con cepas autoéctonas por lo que son
altamente especificos para pacientes en Venezuela,
tienen alta sensibilidad, representan la tnica oferta
nacional, se producen a costos
responden a una gran necesidad de diagnostico en el
pais. Los diferentes grupos de investigacion que
conforman esta vision de la elaboracion de productos
para el diagnostico de enfermedades endémicas en
Venezuela, tienen un gran sentido de pertenencia con

razonables 'y

la institucion y han logrado mantenerse en el tiempo
a pesar de las adversidades, siguiendo el legado de
cada uno de sus investigadores fundadores;
innovando, dandole continuidad a las lineas de
investigacion, y adaptandolas a las necesidades
actuales, uniendo esfuerzos con el objeto de proponer
y desarrollar respuestas oportunas al pais, basadas en
el desarrollo cientifico.
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RESENA

Las editoras invitadas de esta ediciobn especial de tribuna del
Investigador, dedicada al Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit,
queremos guardar tributo a la memoria de la Dra. Nacarid Aranzazu,
extraordinaria profesional, de gran sensibilidad social y calidad humana.

Nacio en la parroquia Sucre de Caracas el 30 de octubre de 1939, en el
seno de una familia numerosa. Creci6 y se educo en distintas instituciones
educativas situadas en el Oeste y Centro de Caracas. En 1957 ingreso6 a la
Escuela Luis Razetti de la Universidad Central de Venezuela, para cursar
sus estudios de Medicina, graduandose de Médico Cirujano en 1963.

Dra. Nacarid Aranzazu
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médicos dirigidos por el Dr. Convit. Trabajaron
tenazmente por el establecimiento de las “Sulfonas”
en la terapia de los pacientes con lepra, luego en el
programa de la poliquimioterapia y en la
inmunoterapia.

En el transcurrir de los afios, la Dra. Aranzazu,
ocupd varios cargos académicos y asistenciales en el
area de la Dermatologia. Entre los que destacan: la
Direccion del Instituto Médico, Jefatura del Servicio
Central de Dermatologia Sanitaria y del Departamento
de Dermatologia Sanitaria del Ministerio de Sanidad y
Asistencia Social, Profesora Asistente y Jefe de la
Catedra de Dermatologia en la Escuela de Medicina
“Dr. José Maria Vargas”, Docente en las Pasantias
Clinicas del Programa de Postgrado en distintas
universidades nacionales e internacionales, y en la
Catedra de Dermatologia en la Universidad de
Carabobo. Profesora en la formacién de Inspectores
de Salud Publica Area de Dermatologia Sanitaria,
Escuela de Salud Publica, de 1la UCV.

Dra. Nacarid Aranzazu

Siempre estuvo vinculada a la atencion de los A -

pacientes con la enfermedad de Hansen. Los tres | '|‘
. . - . a -,
ultimos afios de su carrera estuvo trabajando como : ‘t
s ~
estudiante de medicina en el ambulatorio de los -

pacientes con la enfermedad de Hansen, en la antigua

il 1

Division de Lepra situada en Caracas de Mercedes a |
Luneta. En 1970 fue médico residente del Leprocomio
de Cabo Blanco, situado en el entonces Departamento
Vargas del Distrito Federal. Alli, trabajando con el Dr.
Jacinto Convit, se sensibiliz6 profundamente con la
situacion precaria de los pacientes de Lepra,
forzosamente aislados y aprendi6 a tratarlos con
respeto y afecto. Luego de esta enriquecedora labor,
ingreso6 al Postgrado de Dermatologia de la Escuela de
Medicina Dr. José Maria Vargas de la UCV. Al concluir
estos estudios, ingres6 al Instituto de Biomedicina,

dependiendo del Ministerio de Sanidad y de la
facultad de Medicina de la UCV (catedra de Dra. Nacarid Aranzazu junto al Dr. Jacinto Convit
Dermatologia de la Escuela Dr. José Maria Vargas). En
Biomedicina, se integr6 a un distinguido equipo de
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Semblanza de la Dra. Nacarid Aranzazu Herndndez

Todas estas ocupaciones dieron lugar a una
productiva labor como puede evidenciase en sus
numerosas publicaciones en prestigiosas revistas
académicas nacionales e internacionales, premios a
trabajos cientificos presentados en congresos
realizados en Venezuela y el exterior asi como
importantes distinciones, entre las que podemos
mencionar la Medalla de la Salud en su Primera clase
"Dr. Arnoldo Gabaldén" (1997) y la Condecoraciéon
José Maria Vargas, la cual le fue otorgada en 1998.

La Dra Nacarid Aranzazu, fallecidé el 06 de Agosto
2020. Nos reconforta saber que vio realizado su tan
anhelado proposito compartido con el Dr Convit, el
de erradicar las leproserias en Venezuela y disminuir
el niumero de pacientes con enfermedad de Hansen
logrando que tuvieran mejor calidad de vida.

Expresamos nuestras mas sentidas condolencias
por tan irreparable pérdida a sus hijos, hermanos y
demas familiares y amigos.

Paz a su alma.

Dra. Nacarid Aranzazu

Fotografias: cortesia Vladimir Acosta Aranzazu
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clusiones, Agradecimientos y Referencias. Los SUB-
TITULOS de cada seccion en estilo Titulo 2, fuente
Times New Roman, tamaio 11, mayusculas, negrita,
sin numeracion, separados del parrafo anterior con una
linea en blanco, y del parrafo siguiente con una linea
en blanco.

El manuscrito debe ser claro y conciso y preferible-
mente con una extension total no mayor de 15 paginas
incluyendo figuras y tablas. Se preparard en formato
.doc en procesador de textos MS Word version 6.0 en
adelante. Se enviaran al Comité Editor de la Revista
via internet al siguiente correo: ucvapiu@gmail.com .
Para el contenido del trabajo seran utilizados los
siguientes formatos y alineaciones:

Abreviaturas, simbolos y terminologia. En caso de
incluir en el texto abreviaturas nuevas o especiales,
debe incluirse en el manuscrito un listado de las mis-
mas con su significado. La terminologia quimica debe
incluirse de acuerdo con las normas del Comité de No-
menclatura de la [UPAC (Internacional Unién of Pure
and Applied Chemistry). Las unidades deben seguir las
Normas del Sistema Internacional de Unidades.
Leyendas, Graficos y Tablas: Deben ser incluidas en
el texto final tamafio y tipo de letra (Times New Roman
10), en colores blanco y negro. Cada figura, grafico y
tabla se anexarén al final del manuscrito en hojas sepa-
radas, solo en el caso de arbitraje.

Tablas — Construidas con la herramienta Tabla del pro-

cesador MS Word, deberan ser numeradas consecuti-
vamente, referidas en el texto e insertadas en el lugar
correspondiente. Para su incorporacion en el texto, de-
jar una linea en blanco antes de la tabla y dos lineas en
blanco después de ella. Cada tabla debe tener un titulo
breve. Las aclaratorias deben estar al pie, no en el titu-
lo. Los encabezamientos de las columnas seran cortos,
abreviados y cuando sea necesario, seran explicadas en
notas al pié.

Titulos de tablas — Deberan ser incluidos en una
linea inmediata superior de la Tabla y alinearlos a
la izquierda, coincidiendo con el margen izquierdo de
la tabla. Utilice fuente Times New Roman, tamafio 10.
Ejemplo:

Tabla 1. Parametros técnicas analiticas utilizadas.

Parametro Técnica Analitica Unidad
pH Directo, Potenciométrico | -------
SST SM, Gravimétrico mg/L
SSv SM, Gravimétrico mg/L
DQO SM, Reflujo Abierto mg/L

SM: Standard Methods

Figuras / Fotografias - Todas las figuras, graficos,
ilustraciones y fotografias seran consideradas como
figuras en formato JPG 300Dpi y deberan ser numera-
das consecutivamente con numeros arabigos, referidas
en el texto e insertadas en el lugar correspondiente. Su
presentacion se hara a color o en blanco y negro. Las
fotomicrografias deben incluir una escala grafica. En
caso de requerir leyendas, éstas deberan escribirse uti-
lizando fuente Times New Roman, tamafio 10. Para su
incorporacion en el texto, dejar una linea en blanco an-
tes de la figura y dos lineas en blanco después de ella.
Titulo de Figura / Fotografia — Debera ser incluido en
la linea inmediatamente inferior de la Figura, alineado
a la izquierda, coincidiendo con el margen izquierdo de
la Figura y utilizando fuente Times New Roman, Tama-
no 10.
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Ejemplo:
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Figura 1. Eliminacion de H2S en funcion del tiem-
po de retencion para diferentes cargas masicas en los
biofiltros.

Féormulas o Ecuaciones — Deberan ser generadas por
editores de ecuaciones actualizados, utilizando fuente
Times New Roman, tamafio 10, negritas y centradas.
También deberan ser numeradas en secuencia y referi-
das en el texto. Para su incorporacion dejar una linea en
blanco, antes y después de la ecuacion. Ejemplo:

(1)

Referencias: Las referencias deben limitarse a tra-
bajos publicados pertinentes al articulo y citadas en
el texto. Un “Abstract” identificado adecuadamente /
Abs..) puede ser citado solo cuando sea la tnica fuente
bibliografica disponible. Los autores son responsables
de la exactitud de las referencias. Las referencias deben
ser ordenadas alfabéticamente. La cita de cada referen-
cia debe ser incluida en el texto por el apellido del autor
y afio de publicacion. Cuando la cita de cada referencia
tenga mas de un autor se colocard segun el ejemplo:
(Acosta et al. 2004). El estilo de citacion debe ser el
siguiente:

Articulos: Apellido del primer autor, seguido por las
iniciales de su nombre, iniciales del nombre y apellido
de cada coautor, afo, titulo del trabajo (solamente con

la primera letra en mayuscula), nombre de la revista
(abreviado como en Word List of Scientific Periodicals
y en letras cursivas o subrayado, volumen nimero (N°)
(si es necesario) y pagina inicial — pagina final. Se debe
utilizar fuente Times New Roman 10, efecto versal para
el nombre del o los autores. Alineacion de parrafo jus-
tificado y sangria de 0,7 cm a la izquierda a partir de la
segunda linea del parrafo. Ejemplos:

PIERMATTEI D., (1996). “Atlas de abordajes quirur-
gicos de huesos y articulaciones. Perros y gatos”.
3a. Edicion. Interamericana Mc Graw-Hill, Méx-
ico. p. 298-299.

KYLE R.F., SCHAFFHAUSEN J.M., BECHTOLD
JE., (1991). “Biomechanical characteristics of
interloking femoral nails in the treatment of com-
plex femoral fractures”. Clinical Orthopaedics
267(15): 169-173 y/o 267:169-173.

KAPANDIT A., (1998). “Fisiologia Articular, Miembro
Superior”. Editorial Medica Panamericana; Sta
Edicion; Tomo I, Madrid, Espana.

Zimmer Internal fracture fixation, Catalogo, seccioén B.
U.S.A, (1998). www.zimmer.com. Consultado el
10/10/2010.

NOTA: Las contribuciones no deben exceder a las
siguientes extensiones:

Ensayos, articulos de opinion y resefias (5 paginas,
Times New, letra 12, a doble espacio, maximo una
figura y una tabla.

Para Articulos de revision y articulos cientificos (15
paginas).

Comunicaciones cortas (hasta 7 paginas) bajo las mis-
mas especificaciones.
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ASOCIACION PARA EL

INSTRUCCIONES A LOS ARBITROS

La revision de los pares es el elemento central del proceso de arbitraje. Para que el proceso sea
imparcial se aplica el sistema doble ciego (autores y arbitros son an6nimos). Todo trabajo debe
ajustarse a las normas exigidas por la Revista Tribuna del Investigador. Los arbitros deberan
considerar la pertinencia del articulo para el area. Exigir que el trabajo tenga claridad, coheren-
cia, buena ortografia, originalidad y vigencia o importancia de la investigacion desarrollada. Los
arbitros deberan regirse por la guia anexa (Planilla de Evaluacion) explicando en el formulario
aquellos aspectos que considere necesarios para orientar y hacer sugerencias que considere nece-
sarias a los autores y podra utilizar hojas adicionales si lo estiman conveniente para brindar una
informacion amplia a los autores. El arbitraje debe ser un proceso didactico que permita calidad
de los articulos publicados.

Aspectos a considerar Criterios de evaluacion

El titulo debe resumir la idea principal del trabajo.

Debe expresar el objeto ¢ intencion de investigacion.

La extension no debe exceder de doce palabras.

Una buena opcion para determinar un buen titulo, es que sea la expresion del
resultado mas importante de la investigacion

Titulo

bl ol e

1. No debe exceder de 250 palabras y ser un sumario completo del contenido del
trabajo.

2. Toda informacion debe proceder del texto del trabajo, que permita a los lec-
tores reconocer con rapidez el contenido.

3. Debe ser preciso, que refleje de manera correcta el objetivo y contenido del
manuscrito.

4. Deben definirse todas las abreviaturas (excepto las unidades de medida) y los
acronimos.

5. Sélo debe incluirse informacion que aparezca en el cuerpo del escrito. Debe
contener: breve introduccion que justifique la tematica, objetivos generales de
la investigacion, metodologia (métodos y técnicas utilizados) en el proceso de
investigacion, resultados y una sintesis de las conclusiones del trabajo.

Resumen

1. Deben ser representativas del trabajo para facilitar su consulta en bases de

Palabras clave ) ‘o
v datos. Debe evitarse el uso de palabras genéricas.

1. Debe representar el trabajo a través de una justificacion sustentada.

Introduccion 2. Debe dar cuenta de la importancia del trabajo

[u—

Consideraciones tedricas y metodologicas que sustentan el trabajo.

2. Uso correcto del idioma (sintaxis, gramatica)

Cuando se utilicen abreviaturas, la primera vez que aparezcan en el texto,
deben ser precedidas por el significado en extenso.

Organizacion interna coherente y equilibrada.

Toda informacion empirica debe tener la fuente y referente teorico.

Se recomienda que los trabajos tedricos confronten autores.

Debe quedar claro cudl es el aporte del o los autores del articulo

w

Desarrollo del Trabajo

NSk

251 | Tribuna del Investigador | Vol. 21, No 2, 2020



Instrucciones a los Arbitros

. , 1. Son sélo para aclarar o ampliar aspectos. No se debe incluir referencias
Notas a pie de pagina

bibliograficas.
. 1. Deben constituir una reflexion de los resultados y derivarse del cuerpo
Conclusiones .
del trabajo.
Bibliografia 1. Dependiendo de la tematica, debe reflejar uso de publicaciones recientes.
OPINION GENERAL:
Calificativo Criterios de evaluacion

El trabajo no tiene observacion, ni de forma ni de

Publicable sin modificaciones
fondo

Publicable con ligeras modificaciones El trabajo amerita modificaciones de forma

El trabajo amerita importantes modificaciones de

Publicable con modificaciones sustanciales
fondo

El trabajo tiene problemas de forma y fondo cuya

NEGADO correccion implica reelaboracion del trabajo.
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