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Tribuna del Investigador es una
Revista semestral, multidisciplinaria,
electrénica publicada por la Asociacion
para el Progreso de la Investigacion
Universitaria (APIU). Fundada en 1994
por la Dra. Daissy Marcano bajo su
gestién como Presidenta de la APIU, en
formato impreso en papel (Vol. 1- N°
1-). Coleccidn digitalizada. Los objetivos
fundamentales son:

1. Propiciar la difusion de estudios e
investigadores de caracter interdisci-
plinario relacionados con el quehacer
cientifico y tecnolégico nacional e inter-
nacional.

2. Estimular el estudio interdiscipli-
nario, promoviendo en forma especial
las relaciones entre las humanidades y
las ciencias basicas.

3. Contribuir al esclarecimiento de
diversos aspectos relacionados con
definicion e instrumentacién de las
politicas cientificas y tecnoldgicas na-
cionales, en sus implicaciones tedricas
y practicas.

4, Ofrecer la oportunidad de con-
frontar puntos de vista respecto a
problemas que afectan a la comunidad
de investigadores.

5. Ser un espacio para la divulgacion
y la confrontacion de los hallazgos
alcanzados por los miembros de la
comunidad cientifica y tecnoldgica.

La revista Tribuna del Investigador es
una publicacion financiada con los re-
cursos provenientes de los aportes de
los profesores investigadores adscritos
a la APIU/UCV, CDCH/UCV y en algunos
casos de otras instituciones.

La revista publica articulos originales,
asi como ensayos y comunicaciones
cortas que tengan a bien publicar el
personal de la UCV, asi como de otras
universidades e instituciones publicas y
privadas.

Indizada en LILACS (Literatura Lati-
noamericana en Ciencias de la Salud),
LIVECS (Literatura Venezolana en Cien-
cias de la Salud/SINADIB/UCV), LATIN-
DEXy Saber UCV.

Tribuna del investigador abre sus puertas
al Instituto de Medicina Tropical, en el
ano jubilar de la Conmemoracion de los

70 anos de su fundacion.

EDITORIAL
Belkisyolé Alarcon De Noya

Por decreto del Consejo Universitario de la ilustre Universidad Central
de Venezuela, el 14 de octubre de 1947, fue creado el Instituto de Medici-
na Tropical (IMT), siendo el Dr. Félix Pifano Capdevielle (1912-2003), su
fundador y primer director. Médico, egresado de la Universidad Central
de Venezuela, el Dr. Félix Pifano, se dedicé desde muy joven a tratar las
dolencias que afectaban a los pobladores del medio rural venezolano.
Desde el IMT, como investigador produjo aportes significativos en la
Enfermedad de Chagas, leishmaniasis, parasitosis intestinales y otras
dolencias del tropico. Fue un investigador integral pues se paseaba desde
las manifestaciones clinicas del paciente, el diagnostico parasitologico
e inmunologico, hasta sus contactos familiares, antecedentes, vivienda,
peridomicilio y entorno social y ambiental. Fue Jefe de la Catedra de
Medicina Tropical y como tal, ejercia una intensa actividad docente.
Tuvimos el privilegio de ser alumnos de la Catedra y recibir casi todo el
curso de medicina tropical de la voz del Dr. Félix Pifano. La asistencia a
sus clases magistrales era numerosa, acudiendo médicos y visitantes de
otras dependencias. Tenia una magia inica, una diccion perfecta y su rela-
toria preciosista describiendo, desde las declaraciones del paciente, sus
lesiones, los cambios histopatolégicos, la fisiopatologia, complicaciones
y entonces pasaba al entorno y nos hacia entender, de manera sencilla, la
epidemiologia de las enfermedades tropicales. Ese fue el hombre médico-
cientifico-docente, cuyo nombre lleva nuestro Instituto, “Dr. Félix Pifano”,
asignado por el Consejo de Facultad de Medicina durante la gestion del
Decano Dr. Luis Lopez Grillo. Fue Director por 43 afios durante el periodo
1947-1990. Lo sucedimos los Dres. Alexis Rodriguez, Oscar Noya, Jaime
Torres y quien suscribe. Cada uno asumio la Direccion con dedicacion y
responsabilidad, dando lo mejor de si, en sus empefios por mantener en
alto el prestigioso nombre del IMT.

En el Instituto se realiza investigacion basica y aplicada en el campo de
las enfermedades infecciosas y tropicales, asi como examenes de diagnos-
tico y consultas especializadas (asistencia clinica) en malaria, Enfermedad
de Chagas, bilharzia, micosis, VIH, etc. Es sede de las asignaturas de
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pregrado de la Escuela de Medicina “Luis Razetti”, del Postgrado Nacional
de Parasitologia y se realizan actividades de extensién en comunidades
periurbanas, rurales e indigenas del pais.

EIIMT, al pie de una de las colinas del Jardin Botanico, tiene una bellisi-
ma arquitectura con unos techos muy altos, dos escaleras sin columnas
de sostén, paredes de bloques alcahuetas de la luz, amplios ventanales
en todos sus laboratorios y aulas docentes y un imponente Auditorio.
Su abierta edificacion ha sido nuestro orgullo, pues ha merecido la visita
y fotografias de quienes aprecian esta libertad creativa de Carlos Raul
Villanueva. Sin embargo, esta amplitud y belleza arquitectonica hoy
sufre los embates del tiempo y la destruccion por aquellos quiénes, como
alimafias, penetran violentamente en sus instalaciones, arrasando todo a
su paso como marabunta.

Las Secciones, Catedras y el Departamento de Microbiologia, Parasi-
tologiay Medicina Tropical aportan sus articulos a Tribuna del Investigador,
organo divulgativo de la Asociacion para el Progreso de la Investigacion
Universitaria (APIU), en un homenaje a nuestras raices como docentes
e investigadores, para honrar el camino abierto por nuestros maestros,
quienes nos sembraron sus ensefianzas para capacitarnos a entregar el
relevo con dignidad y excelencia a la proxima generacion de tropicalistas.
Se suman dos importantes trabajos en el area, presentados por los inves-
tigadores Rubén A. Vallenilla y José L. Caceres con el articulo “Malaria.
Eficacia terapéutica de medicamentos contra Plasmodium vivax y Plas-
modium falciparum. Estado Bolivar, Venezuela, 2017” y “Comportamiento
frente a insecticidas organosintéticos en Anopheles nufiez tovari Gabaldon
1940, de una zona malarica minera del Estado Bolivar, Venezuela” de
los investigadores Darjaniva Molina de Fernandez, Luisa Elena Figueroa
Acosta y otros destacados autores.

Este namero de Tribuna del Investigador incluye ademas como politica
de la revista un trabajo cientifico libre, es el valioso aporte del Prof. Marcelo
Alfonzo, fallecido recientemente, (+) quien junto con otros importantes
autores, elaboran una revision titulada “Muscarinic receptors regu-
late intracellular cgmp levels at airway smooth muscle” presentando
evidencias experimentales. Como Documento se ha incluido un impor-
tante informe titulado “Derecho a la Salud. Emergencia Humanitaria
Compleja en Venezuela”, Reporte Nacional (septiembre 2018), donde
participan varias instituciones, se describe a partir de un grupo de trabajo
la Emergencia Humanitaria Compleja del pais, la cual comprende impac-
tos de gran alcance en el menoscabo y destruccion de las capacidades
sanitarias nacionales, documento emitido por un grupo de instituciones y
la Academia Nacional de la Ingenieria y el Habitat, entre los muchos datos
de este diagnostico sefiala unos 406.000 casos de malaria, lo que gener6
la epidemia en 2017.
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Finalmente, pero con un gran sentimiento, nos unimos para expresar
nuestras palabras de dolory darle nuestro adi6s y merecido reconocimiento
a nuestro gran amigo el Dr. Jests Alberto Gonzalez Vegas en estas cortas
pero sentidas notas “Adiés a un gran Ucevista” como lo fue, miembro
durante muchos anos del Consejo Editorial de Tribuna del Investigador
y editor de la prestigiosa revista “Vitae” pero sobre todo, un gran amigo.

Gracias a la APIU, por brindarnos la oportunidad de dejar testimo-
nio, escrito en la conmemoraciéon del aniversario de los 70 afios de la
fundacion del Instituto de Medicina Tropical de la Facultad de
Medicina de la Universidad Central de Venezuela.

Caracas, 30 de mayo, 2018

Belkisyolé Alarcon de Noya
Directora del IMT/UCV
Editora Invitada

Nota Comité Editorial:

No queremos cerrar este importante nimero de Tribuna del Investigador sin dar a nuestros
lectores sinceras excusas por los serios problemas que hemos tenido para salir a tiempo este
ano “como es el deber ser y el compromiso de las revistas”, pero razones inherentes a la grave
crisis que atraviesan nuestras universidades y el pais han atentado con este vital objetivo.

ZMEDITRON

MEDITRON,C.A. es una empresa de capital 100% venezolano, fundada en el ano 1972, encargada
principalmente de comercializacion de equipos médicos, servicio post venta y diseno, construccion y
equipamiento de infraestructuras en el drea de la salud.

Ademds, con su laboratorio de radiofarmacia realiza encapsulamiento de Yodo-131 radiactivo, en dosis
individualizadas para el diagndstico y terapia de diversas patologias tiroideas.

Su misidn es proveer a sus clientes soluciones integrales en el ambito de la salud con productos de
alta tecnologia, servicio técnico de calidad y constantes proyectos que ponen a disposicion de toda la
comunidad la mejor tecnologia médica para garantizar salud integral y mejor calidad de vida.

Lo que comenzd hace mds de cuarenta anos ha crecido y sequird creciendo de la mano de los avances
tecnoldgicos. Es por esto que Venezuela cuenta y contara con una empresa que se preocupa por la
salud de sus habitantes, brindando con pasidn las nuevas tecnologias médicas que nos dardn un nuevo
manana.
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El Instituto de Medicina Tropical
explora caminos hacia el
multidiagnostico simultaneo

de enfermedades infecciosas

y parasitarias

RESUMEN

La Seccion de Biohelmintiasis del Instituto de Medicina Tropical de la
UCV ha dedicado mas de 20 afios de investigacion en mejorar los métodos de
inmunodiagnoéstico de enfermedades parasitarias e infecciosas. Se han venido
desarrollando y evaluando diferentes estrategias de busqueda de biomolécu-
las de origen sintético, especificamente fragmentos de proteinas, sobre todo
de parasitos, que puedan funcionar como antigenos y ser reconocidos por
los anticuerpos. Dos de estas estrategias se conocen como Pepscan y MABA
(Multiple Antigen Blot Assay). La primera consiste en sintetizar una biblioteca
de péptidos (posibles antigenos) unidos a un soporte para posteriormente ser
enfrentados a diversos fluidos fisiolégicos (suero, saliva y orina) de pacientes
y detectar anticuerpos contra un patdgeno en particular. Los péptidos mas
antigénicos son posteriormente sintetizados en mayor cantidad para luego ser
utilizados mediante la técnica de MABA. Esta técnica se basa en la adhesion
de hasta 26 diferentes antigenos (péptidos) a una tira de nitrocelulosa la cual
permite detectar o descartar simultaneamente hasta 26 patologias. Gracias a
estas dos estrategias, en nuestro laboratorio se han podido identificar candi-
datos antigénicos o biomoléculas para ser empleados en el diagnostico de la
malaria, esquistosomiasis y hepatitis A, entre otras patologias. En las zonas
tropicales y sub-tropicales las coinfecciones son comunes en la poblacion, por
lo que una practica médica racional e integral requiere de conocer la historia
actual o el contacto anterior de un paciente frente a varios patégenos impor-
tantes, de alli la importancia de aprovechar la visita a los servicios de salud
para descartar otras enfermedades que no necesariamente fueron el motivo de
consulta y ofrecer un tratamiento oportuno.

Palabra clave: péptidos sintéticos; Pepscan; antigenos; anticuerpos; MABA,
biohelmintiasis;InstitutodeMedicinaTropical;,Inmunodiagnoéstico;enfermedades
infecciosas y parasitarias.

THE TROPICAL MEDICINE INSTITUTE EXPLORES WAYS TOWARDS THE
SIMULTANEOUS MULTIDIAGNOSIS OF INFECTIOUS AND PARASITIC DISEASES

ABSTRACT

The Biohelminthiasis Section of the Institute of Tropical Medicine (UCV) has
devoted more than 20 years of research to improving methods of immunodiag-
nosis of parasitic and infectious diseases. Different strategies for the search of
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Oscar Noya, Maria Angelita Lorenzo, Sandra Losada, Marilyan Toledo, Adriana Gauna, Henry Bermudez

biomolecules of synthetic origin have been developed and
evaluated, specifically fragments of proteins, especially
of parasites, that can function as antigens and be recog-
nized by the antibodies. Two of these strategies are known
as Pepscan and MABA (Multiple Antigen Blot Assay). The
first one consists of the synthesis of a library of peptides
(possible antigens) attached to a support to subsequently be
confronted with various physiological fluids (serum, saliva
and urine) from patients and to detect antibodies against a
particular pathogen. The more antigenic peptides are syn-
thesized in greater quantity and then used in the MABA
technique. This technique is based on the adhesion of up
to 26 different antigens (peptides) to a strip of nitrocellu-
lose which can detect out 26 pathologies simultaneously.
Thanks to these two strategies, our laboratory has been
able to identify antigenic candidates or biomolecules for
the diagnosis of malaria, schistosomiasis, and hepatitis A
among others. In tropical and subtropical areas, coinfec-
tions are common in the population, so a rational and com-
prehensive medical practice requires knowing the current
history or previous contact of a patient with several impor-
tant pathogens, hence the importance of taking advantage
of the visit to the health services to rule out other diseases
that were not necessarily the reason for consultation and
provide timely treatment.

Keywords: synthetic peptides; Pepscan; antigens;
antibodies; MABA

INTRODUCCION

A Maria la pic6é un chipo hace un mes y acudi6
a la consulta del Instituto de Medicina Tropical con
una referencia para diagnosticar Mal de Chagas. Se le
tom6 una muestra de sangre para aplicarle una prueba
que puede diagnosticar una bateria de 26 enferme-
dades a la vez. Una semana después se le entregd a
Maria un resultado negativo para Chagas, pero se le
sugirié confirmar la infeccién por toxoplasmosis y
HIV, pues dio positivo para estas otras enfermedades.
Con un solo pinchazo, con tan solo unos microlitros
de su suero, se aprovechd para detectar o descartar
26 patologias simultaneamente.

;Ficcion?;Es posible? Si bien el personaje de
Maria es ficticio, no asi lo que es capaz de hacer este
método de diagnostico, todavia en fase experimen-
tal, conocido como MABA (Noya y col. 1998; Noya y
col. 2009) y desarrollado en el Instituto de Medicina
Tropical de la Facultad de Medicina de la Universidad
Central de Venezuela.

La metodologia diagnostica capaz de detectar
simultaneamente multiples enfermedades bien sean

ellas de origen infeccioso, autoinmune y alérgico,
empleando cantidades muy pequefias de suero,
plasma o saliva se describira a continuacion de forma
sucinta, pero sin entrar en excesivos tecnicismos.

Para la identificacion de biomoléculas que
pudieran ser candidatas en la deteccion de ciertas
enfermedades, se pueden utilizar varias técnicas.
Entre ellas, estan el Pepscan y el MABA, ensayos
novedosos que usamos de rutina en la Seccion de
Biohelmintiasis del Instituto de Medicina Tropical de
la Facultad de Medicina de la UCV.

¢MABA? ;Pepscan? Un acronimoy una palabra que
juntas pueden llegar a convertirse en herramientas
complementarias y poderosas para la identificacion
de biomarcadores que pudieran ser posteriormente
utilizadas en el diagnoéstico de enfermedades infec-
ciosas y también como biomarcadores del grado de
patologia o de cura.

;Como se realiza el diagnostico de las diferentes
patologias infecciosas o de otra indole? Se trata de la
secuencia de procedimientos (clinico, epidemiolégico
y de laboratorio) que permiten identificar cualquier
estado patoloégico de diferentes origenes. Un buen
diagnoéstico es fundamental para suministrar
tratamiento oportuno y adecuado a los pacientes.
Este puede implicar diversos procedimientos depen-
diendo de la enfermedad en cuestion.

Dentro de los métodos de diagnoéstico de
laboratorio destacan las técnicas de inmunodiag-
nostico, que permiten tanto la deteccién como la
cuantificacion de anticuerpos contra antigenos
del patogeno en cuestion, pudiendo encontrarse en
distintos fluidos biolégicos (plasma, suero, saliva,
liquido cefalorraquideo u orina) (biomarcadores de
infeccién). Otra forma de inmunodiagnoéstico invo-
lucra la deteccion de antigenos circulantes que
pueden hallarse en los distintos fluidos ya mencio-
nados, por parte de anticuerpos (monoclonales
o policlonales monoespecificos).Un antigeno es
cualquier biomolécula (usualmente de naturaleza
proteica) que tiene la capacidad de ser reconocido por
un anticuerpo (inmunoglobulinas) especifico o por un

receptor celular.
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Desde hace mas 20 afios, nuestra Seccioén ha
venido desarrollando y evaluando diferentes estrate-
gias de busqueda de biomoléculas de origen sintético,
especificamente fragmentos de proteinas, sobre todo
de parasitos, que puedan funcionar como antigenos y
ser reconocidos por los anticuerpos.

La mayoria de los métodos de inmunodiagnostico
utilizados en la actualidad emplean proteinas recom-
binantes de organismos parasitarios o infecciosos.
Una proteina recombinante es una proteina que ha
sido expresada en otro organismo que no es el original
y que le sirve de factoria.

Si bien la principal ventaja de utilizar la proteina
recombinante es que se dispone de una “copia” de la
proteina original, con frecuencia su sintesis resulta
compleja, poco reproducible y costosa en insumos
para su posterior purificacion. En la Figura 1, se
muestra de forma sucinta la secuencia de técnicas
que se integran en cuatro etapas que son aplicadas
en la SBH, con el fin obtener péptidos sintéticos con
fines diagnosticos.

A continuacion se describen las cuatro
etapas:

Muchas veces es innecesario preparar la proteina
antigénica completa del parasito, ya que una sola
porcion de ella es necesaria para el reconocimiento por
parte del anticuerpo, por lo que se recurre a la sintesis
quimica de fragmentos de estas proteinas, llamados
péptidos, que son moléculas mas pequefias que la
proteina completa, casi siempre faciles de sintetizar,
a través de métodos reproducibles y con controles
de calidad confiables. La porcion del anticuerpo que
reconoce el antigeno se conoce como epitopo.

Recientemente, laestrategiaque hemosdesarrollado
y evaluado en nuestra Secciéon consta de cuatro etapas
involucrando cada etapa varios pasos (Figura 1):

Etapal. Estudio inmunoinformatico para la selec-
cion de posibles secuencias antigénicas.

La finalidad del estudio inmunoinformatico es
identificar posibles antigenos o regiones antigénicas
que puedan ser reconocidas por los anticuerpos. Las
proteinas seleccionadas deberian cumplir dos requisi-

tos: abundancia y antigenicidad. Para ello se procede
asi:

1.1. Identificacion de una o mds proteinas anti-
génicas: revision de la literatura sobre moléculas
ya reconocidas como antigenos o que al menos sus
secuencias estén disponibles en las bases de datos del
genoma/proteoma de los diferentes agentes causales.

1.2. Basqueda en bases de datos informacion
sobre la estructura primaria de los antigenos: en
estas bases de datos se puede encontrar la estructura
primaria total o parcial de la proteina, por ejemplo,
la base de datos de proteinas del Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/).

1.3. Comparacion de las estructuras prima-
rias de las proteinas antigénicas versus proteinas
semejantes de otros organismos: esto provee infor-
macion que evite las posibles reacciones cruzadas
con otros patdgenos. Una reaccion cruzada implica
que otro patogeno diferente al que esta bajo estudio
presenta secuencias similares que son reconoci-
das por los sueros de pacientes con otra patologia
pudiendo conducir a un diagnoéstico errado (“falso
positivo”). Estas secuencias compartidas son descar-
tadas mediante un algoritmo bioinforméatico conocido
como herramienta de busqueda de alineamiento local
basico (siglas en inglés, BLAST) (Mount, 2007).

1.4. Determinacion de antigenicidad: consiste
en la seleccion de regiones antigénicas empleando
servidores gratuitos disponibles en la web que utilizan
distintos algoritmos de prediccion. La antigenicidad es
la propiedad del antigeno de ser reconocido, de manera
especifica, por un anticuerpo o un receptor celular.

Una vez determinadas las regiones antigénicas de
la proteina del agente infeccioso, estas son someti-
das un proceso de filtrado adicional utilizando los
siguientes criterios:

1.4.1. Identificacion de las regiones intrinseca-
mente desordenadas en la proteina: se da prioridad
a epitopos localizados en regiones intrinsecamente
desordenadas (o al azar). Estas regiones carecen de
una estructura tridimensional bien definida y tienden
a ser mas antigénicas.
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Figura 1. Esquema de una de las estrategias desarrolladas en la Seccidn de Biohelmintiasis en la busqueda de
antigenos con valor inmunodiagndstico.

Una vez determinadas las regiones antigénicas de
la proteina del agente infeccioso, estas son sometidas
un proceso de filtrado adicional utilizando los sigu-
ientes criterios:

1.4.2. Determinacion de secuencias en “tandem”:
la presencia de repeticiones en ‘“tandem” de una
misma secuencia es otra de las caracteristicas que
contribuye a la antigenicidad e inmunogenicidad de
una proteina. Las repeticiones en tandem son dos o
mas copias de la misma secuencia de aminoacidos.

1.4.3. Exclusion de regiones transmembranales
y de péptidos senal: estas regiones corresponden
a secuencias no expuestas insertadas dentro de la
bicapa lipidica de las membranas y, por tanto, al no ser

habitualmente antigénicas, se excluyen del estudio.

1.4.4. Estructura tridimensional del antigeno: si se
dispone de informacion estructural (3D) de la proteina
antigénica ésta debe ser considerada al momento del
estudio, pues aquellas secuencias del exterior de las
proteinas son habitualmente hidrofilicas y tienden a
ser mas antigénicas.

Llegado a este punto se dispone de un numero
considerable de secuencias candidatas a ser sintetiza-
das a fin de continuar con la etapa 2.

Etapa 2. Sintesis y evaluacion de una libreria
de posibles péptidos antigénicos empleando
la técnica Pepscan.
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Una vez finalizado el estudio inmunoinformatico
y ya habiendo seleccionado las secuencias candidatas
a ser evaluadas, se procede a la sintesis y evaluacion
de los posibles péptidos antigénicos seleccionados en
la etapa 1 mediante la técnica Pepscan. Esta técnica
consiste en la sintesis simultanea de varios péptidos
sobre un soporte solido, que no es mas que un papel
de filtro activado llamado membrana. El principal
atractivo de esta técnica es que permite sintetizar
mas de 100 péptidos simultaneamente en forma de
circulos o “spots” con la concentracion suficiente
de péptido para realizar posteriormente inmunoen-
sayos e identificar a aquellos péptidos reactivos o
inmunodominantes.

Técnica Pepscan

La técnica Pepscan (Geysen y col. 1984; Frank.
2002; Hilper y col. 2007) consiste en la sintesis de
péptidos en forma de puntos (spots) unidos cova-
lentemente sobre un soporte sélido (papel de filtro)
funcionalizado que contiene grupos quimicamente
reactivos.

2.1. Preparacion del soporte de celulosa: para
hacer que la membrana de celulosa (papel de filtro)
adecuada para la sintesis de péptidos es necesario
modificar su superficie y cambiar la funcionalizacion
de grupos hidroxi (-OH) a grupos amino (-NHZ2) siendo
este Gltimo grupo mas reactivo que el primero. El
aminoacido protegido Fmoc-Gly-OH puede ser utili-
zado para la funcionalizacion del papel de filtro.

La modificacion de la membrana de celulosa
también involucra la insercion de una molécula que
sirve de espaciador permitiendo mejorar la accesi-
bilidad de los grupos —NHZ de la membrana. Este
espaciador incrementa la distancia del péptido
sintetizado desde la superficie de la membrana mejo-
rando la accesibilidad de los anticuerpos durante los
ensayos biologicos. Un ejemplo de espaciador que esta
siendo utilizado por nosotros es el dipéptido o tripép-
tido SerGly o GlySerGly respectivamente. Previo a la
funcionalizacion se debe recortar el papel de filtro del
tamano deseado y cuadricular con un lapiz de grafito.
Es en la interseccion de las lineas en la cuadricula el

lugar donde se sintetizara cada spot.

2.2.Sintesis delos péptidos: unavez funcionalizada
la membrana, se procede a la sintesis de cada péptido
sobre la membrana en forma de circulos o spots. Los
péptidos son sintetizados sobre la membrana utili-
zando la estrategia fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc)
(Atherton y col. 1978) empleando aminoacidos prote-
gidos en el grupo —NHZ2 con el grupo protector Fmoc
(proteccion temporal) y las cadenas laterales de los
aminoacidos también protegidas (proteccion perma-
nente) para evitar reacciones colaterales durante el
proceso de elongacion de la cadena peptidica.

De forma muy general, el grupo funcional acido
carboxilico del aminoacido protegido es activado
quimicamente utilizando un agente acoplante para
luego realizar una reaccién de condensacién con los
grupos —NH2 presentes en la membrana, formando
el enlace peptidico. Este paso se conoce como
acoplamiento. Una vez incorporado el primer aminoa-
cido, se debe eliminar la proteccion temporal Fmoc de
este para poder acoplar un segundo aminoacido. Este
paso de denomina desproteccion. Una vez realizado
esto, se procede a la activacion del segundo aminoaci-
do. El proceso se repite hasta sintetizar el péptido con
el nimero de residuos de aminoacido deseado. Por lo
general, todos los péptidos sintetizados en el Pepscan
tienen el mismo numero de residuos de aminoacidos,
pero pueden sintetizarse de tamafnos variados.

Cada reaccion de desproteccion y acoplamiento
es monitoreada utilizando un indicador acido-base
llamado azul de bromofenol.

Luego del ultimo acople, se procede a la despro-
teccion de los grupos permanentes presentes en
el péptido sintetizado, utilizando un acido fuerte
tal como el acido trifluoroacético y una serie de
“scavengers” (“atrapadores”) que permiten atrapar
estos grupos protectores liberados, evitando que se
unan a la cadena peptidica y alteren la estructura
quimica del péptido.

En este punto, cada péptido permanece anclado a
la membrana de celulosa y esta lista para ser utilizada
en los inmunoensayos.

2.3. Determinacion de antigenicidad de los pépti-
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dos: una vez expuesto el papel con los péptidos a los
anticuerpos y revelado, permite identificar los spots
reactivos, que seran seleccionados para su posterior
sintesis en fase soélida, y su evaluacion por MABA
o por una técnica de ELISA convencional frente a
sueros seleccionados u otros fluidos corporales a
estudiar. La exposicion secuencial de los péptidos
a los anticuerpos presentes en la muestra de los
pacientes, seguido por el uso de anticuerpos anti-
humanos conjugados a una enzima, que en presencia
de un sustrato cromogénico o luminiscente, dara en el
caso de aquellos péptidos reactivos una sefial de color
o luminosa respectivamente en forma de mancha
circular o “spots” (Figura 1, etapa 2). Ese mismo papel
puede ser reutilizado hasta cuatro veces con difer-
entes anticuerpos, siempre y cuando los anticuerpos
de los sueros anteriores sean removidos con una solu-
cion conteniendo urea y SDS (Harkonen y col. 2002;
Kovacs-Nolan y col. 2003).

Etapa 3. Sintesis quimica de los posibles
antigenos peptidicos.

Los péptidos que sean reconocidos durante el
inmunoensayo del Pepscan por los anticuerpos de los
pacientes, son seleccionados para ser sintetizados en
mayor cantidad mediante dos posibles metodologias:
t-BOC (Houghten y col. 1986) y Fmoc (Atherton y col.
1978), que permiten sintetizar péptidos en fase sélida
y el producto resultante tiene el aspecto de polvo
cristalino generalmente de color blanco, que podra
ser evaluado por diferentes técnicas inmunologicas,
tales como las técnicas de ELISA (Voller, 1978) y
de MABA (Noya y Alarcon de Noya, 1998). Una vez
sintetizados los péptidos se procede a su control de
calidad evaluando el peso molecular de cada péptido
mediante espectrometria de masas (EM) y determi-
nando su pureza mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC).

Etapa 4. Evaluacion de la antigenicidad utili-
zando la técnica de MABA.

El mapeo previo mediante la técnica de Pepscan
permite seleccionar los péptidos mas relevantes y

reducir el nimero de ellos para luego evaluarlos por
MABA. Esta prueba permite estudiar una gran canti-
dad de sueros de pacientes en un solo experimento y
comprobar como funcionan los péptidos como candi-
datos para el inmunodiagnéstico masivo. Su mayor
ventaja se basa en la evaluacion comparativa rapida,
econémica y simultanea de varias preparaciones
antigénicas frente a muchos sueros, permitiendo el
multidiagnostico simultaneo de una gran variedad de
enfermedades infecciosas y parasitarias.

A continuacioén, se describe de forma muy general,
en qué consiste esta técnica.

4.1. TécnicaMABA:elacronimoMABA, corresponde
a las siglas del inglés Multiple Antigen Blot Assay. Es
una técnica “hecha en casa” disefiada en nuestro labo-
ratorio (Noya y Noya, 1998, Noya y col. 2009), versatil,
confiable, reproducible y econémica para el analisis
de multiples compuestos de manera simultanea. Se
basa en la adhesiéon de hasta 26 diferentes antigenos
(en este caso péptido) a una tira de nitrocelulosa
usando un dispositivo acrilico de origen industrial y
comercial (Miniblotter®) con canales paralelos.

4.1.1. Utilizando este dispositivo acrilico, se sensi-
biliza un papel de nitrocelulosa (NC) u otro soporte de
similares caracteristicas con los diferentes péptidos a
estudiar a través de canales paralelos.

4.1.2. Bloqueo de la membrana de NC: una vez se
adhieren los péptidos al papel de NC, se bloquean las
areas sin péptidos con leche descremada para evitar
la adhesion inespecifica de los anticuerpos y luego se
corta de forma perpendicular a los canales, de manera
que todos los compuestos queden alineados como
recuadros antigénicos en una sola tira.

4.1.3. Andalisis de antigenicidad de los péptidos por
los sueros: las tiras de NC conteniendo los recuadros
de la hilera de diferentes péptidos, se incuban indi-
vidualmente con sueros (u otros fluidos) de pacientes
infectados. Posteriormente se revela si hubo recono-
cimiento con un anti-anticuerpo humano marcado
con una enzima y el conjugado apropiado para
comprobar si los anticuerpos de la muestra reac-
cionan con alguno(s) de los compuestos (antigenos)
adsorbidos a la membrana de NC.
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4.1.4. Revelado del reconocimiento anticuerpos-
péptidos: las sefales positivas son registradas usando
sustratos quimioluminiscentes o colorimétricos
precipitables, tal como fuera sefialado en el punto 2.3.

Con esta estrategia, es posible determinar el perfil
de enfermedades infecciosas (de exposicion presente
o pasada) mediante la deteccion de anticuerpos
contra una o mas enfermedades, lo cual debe ser
luego confirmado con pruebas especializadas para
cada una. De esta manera, unos pocos microlitros de
sangre (60 microlitros) o saliva pueden ser ttiles para
detectar simultaneamente hasta 26 enfermedades.

El MABA permite la demostracion cualitativa
simultanea de la antigenicidad e inmunogenici-
dad de antigenos obtenidos en forma de péptidos
sintéticos, moléculas recombinantes o preparaciones
crudas, con alta sensibilidad y especificidad y bajo
costo.

Algunas variantes y mejoras, como el Cross-
MABA permiten hacer una evaluacion cuantitativa
del grado de reacciéon de cada suero (Noya y col. 2015).
Otra ventaja del MABA es que un uUnico ensayo
permite la evaluacion de al menos 26 sueros diferentes
contra 26 antigenos diferentes, lo cual es equiva-
lente a 8 placas de ELISA convencionales. El costo
por evaluacion/antigeno/paciente es de 0.006S por
MABA vs. 0.129 S por ELISA.

Experiencias

Cabe destacar que esta es una de las diversas
estrategias que pueden llevarse a cabo para identifi-
car péptidos sintéticos de valor como biomarcadores
de infeccion, patologia y cura. Su éxito dependera en
primer lugar de cuanta informacién se disponga del
proteoma del patégeno, ya que no todas las protei-
nas caracterizadas en el proteoma son antigénicas o
inmunogénicas.

Recientemente nuestro equipo ha identificado,
bajo la estrategia anteriormente expuesta, nuevos
antigenos basados en péptidos sintéticos para el
diagnostico de Hepatitis A mediante Pepscan, MABA
y ELISA: Un péptido dimerico identificado como
IMT-1996, localizado en el extremo C-terminal de la

proteina VP1, result6 antigénico con una frecuencia
de reconocimiento de anticuerpos anti-IgG entre el
87-100% y 100% de reconocimiento para anticuer-
pos anti-IgM (Gauna y col. 2015).

Asimismo, hemos utilizado la técnica del Pepscan
para seleccionar epitopos relevantes para el diagnés-
tico de hepatitis C, esquistosomiasis y

malaria (Zerpa y col. 2006). Luego, mediante el
MABA ha sido posible evaluar los epitopos escogidos
frente a un gran namero de sueros de pacientes, con
lo cual hemos obtenido frecuencias de reconocimien-
to suficientemente altas para algunos de ellos y por
lo tanto se han usado en el tamizaje preliminar de
poblaciones para luego ser confirmados por pruebas
particulares en cada caso. Por ejemplo, péptidos deri-
vados de la proteina Sm31 de Schistosoma mansoni
fueron reconocidos por 49-89% de pacientes con
bilharzia, con 100% de especificidad (Noya y Noya,
1998). También, mediante MABA se identificaron
péptidos inmunodominantes de la proteina Sm32 de
Schistosoma mansoni (Noya y col. 2003).

De esta manera, se detectan anticuerpos en sueros
de los pacientes, asi como adicionalmente se puede
evaluar la inmunogenicidad de estos epitopos en
ratones, conejos o gallinas para producir anticuerpos
policlonales monoespecificos capaces de reconocer
esas moléculas en ensayos de captura de antigenos
circulantes en fluidos corporales.

EI MABA puede ser implementado y adaptado para
poblaciones e instituciones particulares, tales como
bancos de sangre y laboratorios clinicos, asi como
para detectar enfermedades en pacientes pediatricos
y en inmunocomprometidos. También ha sido atil en
estudios de reactividad cruzada (Losada y col. 2005)
y en la evaluacion de protocolos de vacunacion (Noya
y col. 2007, Noya y col. 2010, Chacén y col. 2003,
Sulbaran y col. 2013), siendo estas otras de las lineas
de investigacion importantes de nuestro laboratorio.

En estos momentos ambas técnicas estan siendo
utilizadas en la busqueda de biomoléculas que
pudieran ser empleadas en el diagnoéstico de la malaria
usando saliva, con resultados alentadores.

Finalmente, es importante recordar que las
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coinfecciones son muy comunes en los paises en
desarrollo, por lo que una practica médica racional
e integral requiere de conocer la historia actual o
el contacto anterior de un paciente frente a varios
patogenos importantes, de alli la importancia de
aprovechar la visita a los servicios de salud para
descartar otras enfermedades que no necesariamente
fueron el motivo de consulta y ofrecer un tratamiento
oportuno.

REFERENCIAS

ATHERTON E., FOX H., HARKISS, D., LOGAN CJ] SHEPPARD
RC, WILLIAMS J. (1978). A mild procedure for solid phase
peptide synthesis: use of fluorenylmethoxycarbonylami-
no-acids. ] Chem Soc Chem Commun, 537-539.

CHACON N., LOSADA S., BERMUDEZ H., CESARI IM., HOE-
BEKE J., NOYA O. (2003). Immunogenicity of polymeriz-
able synthetic peptides derived from a vaccine candidate
against schistosomiasis: the asparagynil endopeptidase
(Sm32). Immunol Lett, 88(3): 199-210.

FRANK R., (2002). The SPOT-synthesis technique. Synthetic
peptide arrays on membrane supports-principles and ap-
plications. ] Immunol Methods, 267(1):13-26.

GAUNA A., LOSADA S., LORENZO M., BERMUDEZ H., TOLE-
DO M., PEREZ H., CHACON E., NOYA O., (2015). Synthetic
peptides for the immunodiagnosis of hepatitis A virus in-
fection. ] Immunol Methods, 427:1-5.

GEYSEN M., MELOEN R.H., BARTELING S.J. (1984). Use of
peptide synthesis to probe viral antigens for epitopes to
a resolution of a single amino acid. PNAS, 81 (13): 3998-
4002.

HARKONEN T., LANKINEN H., DAVYDOVA B., HOVI T, ROI-
VAINEN M. (2002). Enterovirus infection can induce im-
mune responses that cross-react with fs-cell autoantigen
tyrosine phosphatase IA-2/IAR. ] Med Virol, 66, 340-350.

HILPERT K., WINKLER D.F,, HANCOCK R.E., (2007). Peptide
arrays on cellulose support: SPOT synthesis, a time and
cost efficient method for synthesis of large numbers of
peptides in a parallel and addressable fashion. Nat Pro-
toc, 2(6):1333-1349.

HOUGHTEN RA, DEGRAW ST, BRAY MK, HOFFMANN SR,
FRIZZELL ND (1986). Simultaneous multiple peptide syn-
thesis: The rapid preparation of large number of discrete
peptides for biological, immunological and methodologi-
cal studies. BioTechniques, 4:522-8.

KOVACS-NOLAN, J., YOO, D. AND MINE, Y. (2003) Fine map-
ping of sequential neutralization epitopes on the subunit
protein VP8 of human rotavirus. Biochem ], 376, 269-275.

LOSADA S., CHACON N., COLMENARES C., BERMUDEZ H.,,
LORENZO A., POINTIER JP, THERON A., ALARCON DE
NOYA B., NOYA O., (2005). Schistosoma mansoni: Cross-
reactivity and antigenic community between different
species. Exp Parasitol, 111:182-190.

MOUNT D., (2007). Using the Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST). CSH Protoc. 1;,2007:pdb.topl7.

NOYA O., ALARCON DE NOYA B., (1998). The multiple anti-
gen blot assay (MABA): a simple immunoenzymatic tech-
nique for simultaneous screening of multiple antigens.
Immunol Lett, 63(1):53-56.

NOYA O., ALARCON DE NOYA, B., BALLEN D, ZERPA N., COL-
MENARES C., LOSADA S., BERMUDEZ H., (1998). Use of
synthetic peptides derived from adult worm proteins of
Schistosoma mansoni, in the diagnosis of schistosomia-
sis. Mem Inst Oswaldo Cruz, 93 (Suppl 1): 157-158.

NOYA, O., GUZMAN C., BERMUDEZ H., ZERPA N., NODA A.,
COLMENARES C., LOSADA S. Y ALARCON DE NOYA, B,
(2003). Péptidos sintéticos para el diagndstico y vigilancia
epidemiolégica en esquistosomiasis mansoni. Bol Mal Sal
Amb. XLIII (1): 39-43.

NOYA O., LOSADA S., BERMUDEZ H., LORENZO M.A., TO-
LEDO M., ALARCON DE NOYA B., (2010). Aproximacion
al desarrollo de una vacuna sintética contra Schistosoma
mansoni En: La lucha frente a las enfermedades de la po-
breza. Fundacion BBVA.

NOYA O., LOSADA S., BERMUDEZ H., LORENZO MA., TO-
LEDO M., ALARCON DE NOYA B., (2007) Vacunas anti-
esquistosoma Salus, 11 (Supl. 1): 48-51.

NOYA O., LOSADA S., TOLEDO M., GAUNA A., LORENZO
M.A., BERMUDEZ H. ALARCON DE NOYA, B., (2015). Im-
provements and variants of the Multiple Antigen Blot
Assay-MABA, an immunoenzymatic technique for simul-
taneous antigen and antibody screening. Methods Mol
Biol, 1312:301-319.

NOYA O., LOSADA S., TOLEDO M., ALARCON DE NOYA B,
(2009) The multiple antigen blot assay: simple, versatile
and multipurpose immunoenzymatic technique. Methods
Mol Biol. 536:237-251.

SULBARAN G, NOYA O, BRITO B, BALLEN DE, CESARI IM.
2013. Immunoprotection of mice against Schistosomiasis
mansoni using solubilized membrane antigens. PLoS Negl
Trop Dis. 7(6):e2254.

VOLLER A. (1978). The enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA) (theory, technique and applications). Ric Clin
Lab, 8(4):289-98.

ZERPA NC., WIDE A., NODA J., BERMUDEZ H., PABON R,
NOYA 0., (2006). Immunogenicity of synthetic peptides
derived from Plasmodium falciparum proteins. Exp Para-
sitol, 113(4):227-34.

14 | Tribuna del Investigador | Vol. 19, No 1, 2018



Medicina Tropical y su proyeccién actual: Un breve panorama

Nathalie Chacdon Fonseca',
Luis Alfonso Colmenares Suarez?

" Universidad Central de Venezuela.

Facultad de Medicina. Escuela Luis Razetti.

Catedra de Medicina Tropical y Seccidn
de Geohelmintiasis.

Instituto de Medicina Tropical.
natychacon2004@gmail.com

2 Universidad Central de Venezuela.

Facultad de Medicina. Escuela Luis Razetti.

Catedra de Medicina Tropical y Seccidn
de Endemias Rurales.

Instituto de Medicina Tropical.
lacsuarez@yahoo.com

Medicina Tropical
nsu proyeccion actual:
n breve panorama

RESUMEN

Larica tradicion histérica y los importantes avances cientificos de la Medici-
na Tropical (MT) han contribuido a su inmensa proyecciéon actual. La literatura
consultada asi lo refleja. Esta investigacion documental apunt6 a esa misma
direccion y buscé enriquecer el acervo bibliografico al respecto. Mediante la
lectura critica de referencias y el método cualitativo de Huberman y Miles se
estructurd una argumentacion discursiva referente a la proyeccion actual de
la MT a lo largo de las tres secciones de este trabajo: su origen histérico, su
ulterior desarrollo, sus tendencias y perspectivas futuras. El médico escocés
Patrick Manson (1844-1922), es considerado como el padre de la disciplina, A
su obra se le unieron los aportes de otros investigadores tales como Ross, Bruce,
Leishman, Castellani, Yersin y Balfour, en enfermedades tropicales tales como
malaria, leishmaniasis y fiebre amarilla. El conjunto de sus contribuciones sirvié
de base para ulteriores avances en los siglos XX y XXI. Los nuevos retos para la
MT y la posible direccion futura de esta interdisciplina, podrian ser el control
de enfermedades desasistidas en medios caracterizados por pocos recursos
econdmicos y humanos, mediante la toma de medidas encaminadas hacia la
reduccion de la morbi-mortalidad y la carga por enfermedad de las principales
enfermedades infecto-contagiosas endémicas, con el diagnéstico y tratamien-
to precoz; el desarrollo y aplicacion de vacunas aprobadas para las principales
endemias y la implementacién de medidas preventivas basadas en evidencia,
culturalmente aceptada por las poblaciones expuestas.

Palabras Clave: Medicina Tropical; historia; avances; proyeccion; historia
de la medicina

A BRIEF OVERVIEW: TROPICAL MEDICINE AND ITS CURRENT PROJECTION

ABSTRACT

Tropical Medicine’s great currently projection is due to its rich historic tra-
dition and important scientific advances. The consulted bibliography reflects
this. This documented investigation pointed in the same direction and looked
forward to enrich the bibliographic literature on this area. Using Huberman
and Miles qualitative method, references were critical read and a discursive
argumentation has been structured in reference to the actual projection of
Tropical Medicine along the three sections of this work: its historical origin,
its subsequent development, its tendencies and future perspectives. The Scot-
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tish physician Patrick Manson (1844- 1922), is considered
the father of this discipline. To his work were added the
contributions of other researchers such as Ross, Bruce,
Leishman, Castellani, Yersin and Balfour, in tropical dis-
eases such as malaria, leishmaniasis and yellow fever.
This set of contributions formed the basis for subsequent
advances in the XX and XXI centuries. The new challenges
for Tropical Medicine and the possible future direction of
this interdisciplinary medical area, could be the control of
neglected diseases in areas characterized by few economic
and human resources, by taking measures to reduce the
morbid-mortality and the burden caused by the main
endemic infection diseases, using diagnostic and early
treatment; developing and making possible the applica-
tion of approved vaccines for the main endemic diseases
with the implementation of preventive measures based in
medical evidence and culturally accepted by the exposed
populations.

Keywords: Tropical Medicine; history; advances; pro-
jection

INTRODUCCION

El inicio histérico de la Medicina Tropical (MT),
como disciplina formal, a finales del siglo XIX, estuvo
signado por la polémica. Muchos historiadores han
planteado que ésta comenz6 como una herramienta
apuntaladora del dominio social y politico de las
potencias europeas en sus colonias de ultramar. No
profundizaremos en este particular pero si podemos
sostener que esta disciplina se desmarcaria luego de
esta practica y en la actualidad brilla con luz propia
en el firmamento de la medicina actual. Se hace
necesario el planteamiento de dos consideraciones
preliminares sobre la MT, vistas desde el prisma de
la actualidad, antes de retrotraernos a su historia y a
sus avances como una manera de abordar su proyec-
cion cientifica.  Una consideracion se refiere a la MT
como “disciplina”; la otra, a su campo de estudio.

La MT, mas que una disciplina, es una interdis-
ciplina. Es una interdisciplina porque dialoga y se
enriquece con los saberes de otras areas del cono-
cimiento tales como la biologia, la antropologia, la
sociologia, y la geografia, con los fines de abordar de
la manera més integral posible su campo de estudio.
Asi, logra la construccion de un cuerpo de cono-
cimiento teorico-practico que contribuye a la salud
publica de las poblaciones asentadas en las zonas
geograficas bajo su estudio.

La MT posee un amplio campo de estudio. La
MT estudia la ocurrencia de una variada gama de
enfermedades (p.ej malaria, leishmaniasis y helmin-
tiasis intestinales) y condiciones (p.ej. pobreza y
desnutricion) que predominan, no soélo en la franja
intertropical geografica del planeta, sino también en
aquellas zonas donde se conjugan las condiciones
bioclimaticas del ambiente tropical, aunque no se
ubiquen estrictamente en dicha franja (Pifano 1964).

La docencia en MT ensefia los elementos concep-
tuales y doctrinarios de esa disciplina aplicados a su
campo especifico de estudio. La formacion de pregra-
do en esta area resulta vital para el estudiante. Este
aspecto es de fundamental importancia en el que
hacer global del médico ya graduado. La Universidad
Central de Venezuela (UCV) se ha destacado en este
punto. A lo largo de los planes de estudio de pregrado
ha incorporado el conocimiento de esta disciplina.
El camino fue zigzagueante. Va desde el Codigo de
Instrucciéon Publica decretado 18 de agosto de 1905
y la creacion -por primera vez- de un curso especi-
fico de Patologia Tropical (integrado al de Patologia
Médica II) en el quinto afo de la carrera, hasta la Ley
de Instruccion Superior y Especial del 4 de junio
1924, por la cual dicho curso reaparece integrado al
de Patologia Interna, en el cuarto afio. Asi se manten-
dria hasta la fundacién de la Catedra de Medicina
Tropical (CMT), en 1926 (Gonzalez Guerra, 1998). El
1 de enero de 1926, por decreto presidencial y con
el refrendado ministerial, se crea la “catedra espe-
cial” de Medicina Tropical y el Instituto de Medicina
Tropical. Al dia siguiente, se designa a Enrique Tejera
Guevara (1889-1980) como Jefe de Catedra (Gonzalez
Guerra, 1998), destacado médico tropicalista cara-
bobeno, notable investigador sobre la enfermedad
de Chagas, leishmaniasis tegumentaria americana,
malaria congénita, disenteria amibiana, entre otras
patologias. Fue Ministro de Salubridad, Agricultura
y Cria (1936) y Ministro de Educacién de Venezuela
(1938-39) durante el gobierno del Presidente Eleazar
Lopez Contreras (1883-1972) (Plaza 1996).

Luego de su fundacién, la CMT contaria con el
notable impulso del médico yaracuyano Félix Pifano
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(1912-2003) (Navas 2000; Navarro et al. 2003) y de
una pléyade de médicos que consolidaria institu-
cionalmente a la catedra. Actualmente la catedra esta
conformada por los profesores (en orden alfabético):
Ana Graciela Angulo, Nathalie Chacén Fonseca, Luis
Alfonso Colmenares Suarez, Sandra Garcia, Carmen
Teresa Fernandez, Carlos Madera y Novella Rojas.

La busqueda de la excelencia en el que hacer
docente, investigativo y asistencial, ha sido su norte
desde su fundacién hasta el presente, por lo que esta
preparada para transitar hacia un futuro lleno de retos
y oportunidades.

Realizadas las necesarias consideraciones
anteriores, retomaremos el topico de este articulo.
En este sentido, no se pretende ofrecer una vision
exhaustiva sobre el devenir histérico y los avances
de la MT para presentar su proyeccion actual. Este
ensayo solo pretende ofrecer una vision panoramica
del asunto aunque sabemos que atn asi, sera y se hara
una contribucién al acervo bibliografico del tema.
El lector que desee mayor informacion al respecto
debera consultar fuentes adicionales. En cuanto a la
metodologia, se efectuara la estrategia de la lectura
critica propuesta por Paul y Elder (Paul et al. 2000) de
referencias bibliograficas relevantes y sus resultados
se analizaran con el método cualitativo propuesto
por Huberman y Miles, citado por Salgado Lévano
(Salgado-Lévano 2007). Finalmente se escribira esta
investigacion con los elementos de la argumentacion
discursiva.

Este trabajo se desarrollarda a lo largo de tres
secciones. La primera enfoca el origen historico de la
MT; la segunda, su ulterior desarrollo; la tercera, un
esbozo de importantes avances cientificos en diver-
sas enfermedades tropicales.

I. EL ORIGEN DE LA MEDICINA TROPICAL.
UN ESBOZO

La Medicina Tropical se nutrié de un rico legado
historico antes de su emergencia como especialidad
cientifica. En este particular, entre algunos de los

hitos mas importantes figuran: a) la invencién del

microscopio en 1675 por el holandés Antoni van
Leeuwenhoek (1632-1723) y asi logra observar por
primera vez las bacterias; b) las diversas técnicas para
colorearlas: el carmin (Hoffman, 1869), el azul de
metileno (Weigert, 1875), la coloraciéon de Gram (Hans
Christian Gram, 1884), el perfeccionamiento de la
coloracion para bacilos tuberculosos (Ziehl y Nielsen,
finales del siglo XIX); ¢) los inmensos avances en la
etiologia de numerosas enfermedades infecciosas
por parte de Louis Pasteur (1822-1895), Robert Koch
(1843-1910) y numerosos “cazadores de microbios”
a finales del siglo XIX y comienzos del siglo XX que
hicieron “época” con sus descubrimientos (Maguifa
VC, 2000).

Un antecedente a destacar es el descubrimiento
del agente causal del paludismo en noviembre de
1880 por parte Charles Louis Alphonse Lavaran
(1845-1922), cuando prestaba servicio militar en
Argelia. Laveran observo6 al microscopio un preparado
de sangre de un paciente paltadico y llamé su aten-
cion unos corpusculos moviles que dibujoé y describid
con detalle. Dijo entonces que se trataba de “...células
pigmentadas, redondas o curvadas en forma de media
luna, que se mueven como amebas” (Gogora-Bianchi
1997). Este hecho impulsaria el estudio de esa y otras
enfermedades tropicales de la época.

El inicio de la Medicina Tropical como disciplina
formal (e independiente de la microbiologia y la infec-
tologia) comenz6 a gestarse en el ultimo cuarto del
siglo XIX, con los aportes del médico escocés Patrick
Manson (1844-1922). El no fue sélo un pionero; él
fue el padre de la MT. Le construy6 un nicho en la
ciencia de su tiempo al definir y delimitar su campo
de estudio y al dotarla de las necesarias herramientas
conceptuales y clinicas para su posterior desarrollo.
Literatura especializada, con un tradicional peso
académico, asi lo asevera (Cook et al. 2009; Porter
2003). Nos apresuramos en aclarar que la “paternidad”
de la MT es controversial ante la variedad e impacto
del quehacer clinico e investigativo de otros pioneros
(véase mas adelante). Se escapa de los objetivos de
este articulo el adentrarnos en los intringulis de esta
polémica.
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Hubo avances cientificos notables previos al
inicio de la Medicina Tropical como disciplina formal.
Es innegable. Sin embargo, “aun asi la relacién entre
clima y enfermedad fue cuestionada con vehemencia.
Las explicaciones de las dolencias tropicales habian
girado sobre las teorias miasmaticas del ambiente,
enraizadas en ultimo extremo en las ensefianzas
hipocraticas: el calor produce putrefaccion...que a su
vez produce una atmoésfera perjudicial (miasmas), que
provoca fiebres terribles”. Las explicaciones alterna-
tivas, que realmente fueron un desafio, surgieron en
el altimo cuarto del siglo y fueron auspiciadas por el
escocés Patrick Manson” (Porter 2003)

Regresando a Manson, tenemos que este médico
escocés trabajoé entre 1866 y 1890 como médico en
Asia (Figura 1). En este sentido, atendié las necesi-
dades de la poblaciéon, estuvo pendiente de los
colonizadores europeos y condujo investigaciones
novedosas sobre malaria, filariasis y lepra. Por ejemplo,
él comenzo a estudiar la elefantiasis, y descubrio que
su etiologia era parasitaria y la transmitia un vector.
Con éste descubrimiento pionero y su labor asisten-
cial comenzo6 a ganar reputacion y fue bien recibido
al retornar a Inglaterra en 1890 (Gibson 2009; Porter
2003).

Una vez en Inglaterra su influencia se haria
notable. Se desempefiaria como médico en varios
hospitales, pero el jalon decisivo seria su designacion
en 1897 como Médico Consejero de la Secretaria de
Estado para las Colonias. Desde aqui, establecié una
relacion fructifera con Joseph Chamberlain, el Secre-
tario Colonial, para impulsar una disciplina, que luego
se conoceria como la Medicina Tropical (Gibson AD).
De hecho, en 1898, escribe la primera edicion del
libro fundacional de la disciplina: Tropical Diseases: a
Manual of the Diseases of Warm Climates (Cook et al.
2009) publicadoen 1898 (y que alcanzaria 23 ediciones
hasta el presente). A través de sus gestiones, Manson
también logr6é la fundacion en 1899 de la London
School of Tropical Medicine (Maguifias, 2000).

Su perseverancia también seria pasmosa. Este
médico escocés no desmayaria a pesar de la trage-
dia y las dificultades de la Primera Guerra Mundial

(1914-1918). El enviaria a los alumnos de la “London
School” a los frentes de guerra para atender a los afec-
tados por dolencias tropicales. Ello puso de relieve la
importancia “estratégica” de la disciplina y reafirmo el
“prestigio” académico de la disciplina (Gibson 2009).

Figura 1.
Sir Patrick Manson. (3 de octubre de 1844 — 9 abril de 1922), médico
de Escocia, graduado en la Universidad de Aberdeen, ejerciendo como
parasitélogo y fundador de la medicina tropical, en Taiwan, China, Hong
Kong y Londres. Fundador de instituciones educativas como Hong Kong
College of Medicine for Chinese y London School of Hygiene & Tropical
Medicine. Foto tomada de Wellcome Images. Wellcome Trust, United
Kindom.

Il. EL DESARROLLO I:IIST()RICO.
UNA VISION PANORAMICA

Al aporte de Manson a la MT se le unirian las
contribuciones de una pléyade de otros pioneros
(Figura 1).

Asi, comenzando por el descubrimiento de Laveran
ya referido, pasando por la identificacion del agente
etiologico de la leishmaniasis visceral por Leishman
y Donovan y culminando con el aporte intelectual al
norte preventivo de la MT efectuado por Balfour, se
va estructurando el cuerpo de conocimientos que le
imprimirian a la MT un perfil particular y un poderoso
alcance (Cook et al. 2009) (Tabla 1).
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Tabla 1. Principales aportes a la Medicina Tropical

Investigador

Aporte Cientifico

Patrick Manson
(1844-1922)

El mosquito Culex fatigans,
(Culex quinquefasciatus) es el
hospedador intermediario de
la filaria Wuchereria bancrofti.
Describe especie Schistoso-
ma mansoni y la sparganosis.
Teoria del mosquito trans-
misor de la malaria (British
Medical Journal (1900) pp
949-951).

Alphonse Laveran
(1845-1922)

El descubridor del agente
causal de la malaria en 1880.

Ronald Ross
(1857-1932)
y malariélogos italianos

La verificacion cientifica de
la transmisidn vectorial de la
malaria (The Lancet (1898)
pp. 488-489.

Carlos Finlay
(1833-1915)

Investigaciones sobre la
transmision vectorial de la
fiebre amarilla.

James Cantlie
(1851-1926)

Cirujano tropical y funda-
dor de la Real Sociedad de
Medicina Tropical e Higiene
(RSMTH).

David Bruce
(1855-1931)

Trabajos sobre la brucelosis
y la tripanosomiasis africana

Theodor Bilharz
(1825-62)
Robert Leiper
(1881-1969)
e investigadores
japoneses

Descubrimiento de la esquis-
tosomiasis y sus diversas
formas clinicas y distintas
especies de Schistosoma.

Joseph Everett Dutton
(1874-1905)

Su estudio de la tripanosomi-
asis africana y la borreliosis

William Leishman
(1865-1926)
Charles Donovan
(1863-1951)

El descubrimiento del agente
causal de la leishmaniasis
visceral

Leonard Rogers
(1868-1962)

Sus trabajos sobre diversas
enfermedades tropicales en
la India y como fundador de
la Escuela de Medicina Tropi-
cal de Calcutta Investigador
y uno de los fundadores del
Ross Institute and Hospital
for Tropical Diseases

Pensador sobre la proyec-
cion futura de la medicina
tropical, describio el esprue
tropical en la India, trabajo
sobre la disenteria bacilar

y el ciclo del Plasmodium
vivax y la importancia de los
componentes alternativos de
la quinina.

Neil Hamilton Fairley
(1891-1966):

Alexandre Yersin
(1863-1943)
y otros investigadores

Por sus aportes en el
conocimiento de la peste
bubdnica

Como un pionero de la
medicina preventiva en los
tropicos y como primer di-
rector de la London School of
Hygiene and Tropical Medicine.

Andrew Balfour
(1873-1931)

En este punto, debemos acotar que nuestro pais
tuvo una participacion de importancia universal
en esta historia a través del médico francés, Louis
Daniel Beauperthuy (1807-1871) quien se radico
en Venezuela por 29 afios. El propuso la hipotesis
de la transmision vectorial de la fiebre amarilla, a
través del mosquito conocido como Aedes aegypti.
Incluso propuso medidas preventivas tales como
la eliminacion de los depositos de agua y el uso de
mosquiteros (Oliveira 2002). Su propuesta la publico
en la Gaceta Oficial de Cumana en 1854 aunque no
tuvo la aceptacion que él esperaba porque contra-
decia la teoria de los “miasmas”. No obstante, él se
adelant6 27 anos a los experimentos de Finlay y casi
medio siglo, a los de la famosa Comisién Americana,
quienes confirmaron definitivamente la transmision
vectorial de la fiebre amarilla (Oliveira 2002).

En sintesis los pioneros de la MT lograron articular
un conjunto de novedosas aproximaciones a muchas
enfermedades tropicales. Ellos contribuyeron de
manera muy relevante a una nueva comprension
sobre la participacion de diversos factores climaticos,
epidemiologicos e incluso sociales, en la transmision
de esas enfermedades. De manera progresiva, el
proyecto de Manson se va cristalizando.

Otro punto a resaltar es la fundacién de varios
institutos claves que primero posicionarian y luego
consolidarian la disciplina. Siguiendo a Maguifas
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(Maguinas, 2000) entre éstos figuran: la Liverpool
School of Tropical Medicine (Gran Bretafia, 1899); el
Instituto de Higiene Maritima y Tropical de Hamburgo
(Alemania, 1900), dirigido por el Dr. Bernhard Nocht y
un Hospital para enfermedades tropicales; el Institu-
to de Medicina Tropical de Amsterdan (Paises bajos,
1912); asi como el Instituto de Medicina Tropical de
Tulane (EUA, 1913) y el Instituto de Medicina Tropi-
cal de Harvard (EUA, 1914). Estos centros, junto con
numerosos institutos subsiguientes dedicados a la
asistencia, docencia e investigacion en MT en todo el
mundo y en concordancia con el rico legado histérico
de los pioneros, contribuirian de manera decisiva a su
proyeccion en la medicina actual.

lll. SU ESTADO ACTUAL Y PERSPECTIVAS
FUTURAS

Los inicios coloniales de la MT surgieron de
la necesidad de resolver problemas derivados de
enfermedades parasitarias de climas tropicales, como
por ejemplo, las geohelmintiasis. En muchos paises
desarrollados ha sido desplazada esta especialidad
de los centros de salud, posiblemente sera retomada
nuevamente por la globalizacion de las enfermedades
tropicales por causa de la migracion, especialmente
hacia Europa, por causa de las guerras del mundo arabe
y en el medio oriente. En los paises subdesarrollados
la MT, no perdera vigencia, ya que las enfermedades
tropicales se comportaran como enfermedades
desasistidas ligadas a la pobreza, influenciadas por
conflictos civiles, determinadas por politicas puabli-
cas en salud no adecuada y de dificil manejo por
conflictos armados entre poblaciones, presencia de
poblaciones nativas o la presencia de susceptibilidad
inmunologicas del paciente enfermo.

Se espera la nueva era de la MT, como una especial-
idad para tratar enfermedades infecciosas que incluya
no solo las enfermedades parasitarias, la medicina del
viajero, incluyendo las enfermedades de transmision
sexual, sino también los eventos o accidentes con
animales productores de toxinas.

Los nuevos retos para la MT seran el control de

enfermedades desasistidas en medios caracterizados
por pocos recursos econémicos y humanos, mediante
la toma de medidas encaminadas hacia:

a.- Reduccion de la morbi-mortalidad y la carga
por enfermedad de las principales enfermedades
infecto-contagiosas endémicas, con el diagnostico y
tratamiento precoz:

Las herramientas utilizadas en el diagnostico de las
enfermedades tropicales requieren ser precisas pero
también apropiadas para su uso en ambientes de pocos
recursos. En el caso de las flavivirosis, especificamente,
para el virus del Zika, se desarroll6 un diagnoéstico
rapido, sensible, especifico y menos costoso, basado
en el ensayo de amplificacion isotérmica mediada
por bucle (Loop mediated isothermal amplification,
LAMP en inglés). El LAMP permiti¢ diferenciar los
virus de Zika asiaticos de los africanos, con primers
especificos. También permite la deteccion directa del
ARN del virus Zika, en cultivos celulares, mosquitos,
en sangre, plasma, saliva, orina, semen, sin la necesi-
dad de transcripcion reversa o aislamiento previo del
ARN (Chotiwan N et al. 2017).

La enfermedad de Chagas, es una enfermedad
debilitante que puede acompafiar al paciente toda la
vida, de significativa importancia en Latinoamérica y
como amenaza emergente en la salud publica global. Es
un ejemplo completo de modelo de enfermedad desa-
sistida, prevalece en ambientes de pobreza extrema
y carece de inversiones en el desarrollo cientifico de
tratamientos y vacunas. Una de las prioridades es la
identificacion de un biomarcador que trascienda los
limites de los métodos utilizados en la actualidad
para Chagas, dependientes de factores de reproduci-
bilidad, exactitud sin interferencia genética, especie
infectante, estadio de la enfermedad, tipos clinicos
segun poblaciones. Otras necesidades prioritarias es
la deteccion temprana del Chagas congénito, rapida
evaluacion de la eficacia del tratamiento o la falla del
mismo, indicacién o prediccion de la progresion de
la enfermedad y tipificacion directa de las muestras
clinicas (Balouz et al. 2017). Nuevas herramientas en
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desarrollo y por desarrollar daran respuestas a los
esquemas de intervencion y manejo clinico de los
pacientes con Chagas, agudo y cronico.

Como indicamos antes, las respuestas de la ciencia
basica proyectada hacia el desarrollo de un ensayo
mas sensible en la deteccion de Chagas congénito
es una necesidad urgente, en toda Latinoameérica.
El elevado numero de casos tratados exitosamente
durante la infancia debe ser el incentivo para resolver
este problema de diagnostico en salud pablica. Mas
de un 50% de los recién nacidos infectados no son
detectados y pocos son detectados a los 9 meses de
seguimiento post-natal. La comparacién de diferentes
métodos empleados usando sangre del cordon umbili-
cal, mostro para el qPCR, TESA-blot y microscopico

68.6%/99.1%,
respectivamente

sensibilidades/especificidades  de
58.3%/99.1% and 16.7%/100%,
(Messenger et al. 2017). Posiblemente, los métodos
moleculares podrian facilitar el diagnostico temprano
y de seguimiento post-natal, pero la logistica y los
costos-prohibitivos para una rutina de pesquisa en
ambientes de pocos recursos determinaran el empleo
de alternativas en el diagnostico de Chagas congénito.
En los casos de deteccion precoz de casos de
Chagas en campo se han desarrollado pruebas
rapidas, Chagas Stat-Pak (ChemBio Inc.) and Chagas
Detect Plus (InBIOS Inc.) que mostraron sensibilidad/
especificidad de 100%/99.3% cuando se compararon
con pruebas convencionales. La idea es de util apli-
cacion en comunidades retiradas, aunque requiere de
confirmacion serolégica, mejorara el inicio temprano
de la terapéutica antiparasitaria (Agiiez et al. 2017).

b.- Desarrollo y aplicacion de vacunas aprobadas
para las principales endemias:

Una de los avances mas prometedores en el
desarrollo de vacunas anti-helminticas, lo constituye
la vacuna contra el Necator americanus, usando
como antigeno la Glutation-S-transferasa-1 (Na-GST-
1) (Diemert et al. 2017). Dicha enzima participa en la
digestion de la hemoglobina por parte del ancilos-

tomideo adulto, constituyéndose en un blanco

antigénico para el desarrollo de vacunas. Los estudios
ya fueron probados en su fase I en voluntarios en Brazil
y Estados Unidos, logrando demostrar buena toleran-
cia, pocos efectos adversos y niveles de acticuerpos
especificos aceptables caracterizados por IgGl y
menos cantidad de IgG3. Los estudios continuaran
con ensayos pre-clinicos en nifios.

Una de las problematicas que enfrenta esta
medida preventiva es la aplicacion de las vacunas en
un porcentaje suficientemente amplio que permita
mantener la cobertura requerida y lograr el control
de la enfermedad respectiva. Los paises africanos y
muchos paises latinoamericanos se les hacen dificil
el cumplimiento de las metas en vacunaciéon, por
distintas razones. Las diarreas contintian siendo una
de las principales causas de morbi-mortalidad en
menores de 5 anos y la diarrea causada por Rotavirus
es prevenible con vacuna anti-viral. Sin embargo, se
ha reportado en Kenia poca cobertura con la vacuna
debido a problemas relacionados con la accesibilidad
y distribuciéon de la vacuna en el pais (Wandera et al.
2017).

Los novedosos estudios en la basqueda de una
vacuna para el control de lamalaria han conducidoalos
investigadores a probar antigenos hematicos, como el
gametocito (GMZ2) y evaluar el efecto de la infeccion
por helmintos intestinales en el desarrollo de inmuni-
dad hacia los gametocitos de Plasmodium falciparum
en ninos y adultos expuestos en la Republica Gabo-
nesa, pais situado en la costa oeste de Africa Central
(Gebru et al. 2017). Los adultos mostraron una mayor
respuesta de anticuerpos que los nifios, pero los nifios
infectados con helmintos mostraron mayores titulos
de anticuerpos que los nifios no infectados. Esta data
sugiere que los antigenos expuestos por el gametocito
infectado son reconocidos por anticuerpos de sueros
de nifios expuestos a malaria y adultos semi-inmunes.
Esta respuesta inmunitaria podria estar influenciada
por exposicion natural y por la vacunacion.

La modulacion de la respuesta inmunitaria a los
antigenos candidatos a vacunas mediante la infec-
ci6én de parasitos debera ser investigada con mayores
detalles a futuro y podria tener impacto sobre el
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desarrollo de vacunas contra la malaria o contra
otros agentes infecciosos, como estrategia de control
en paises caracterizados por la poliparasitosis y la
co-existencia de otras enfermedades infecciosas
endémicas (Kofer et al 2017, Gebru et al. 2017).

c.- Implementacion de medidas preventivas basadas
en evidencia, culturalmente aceptada por las pobla-
ciones expuestas:

En un futuro cercano, las medidas preventivas
para las enfermedades tropicales deberan adaptarse
a la idiosincrasia y la cultura de las diferentes pobla-
ciones. Un ejemplo muy curioso, es el caso de una
poblaciéon indigena, Batwa (Uganda), que presenta el
doble de las probabilidades de ser seropositivos para
dos antigenos especificos de Plasmodium falciparum,
el antigeno apical de superficie y la proteina-1 de la
superficie del merozoito, cuando se compara con una
poblacion no indigena, Bakiga. (Cociente de verosimil-
itud = 2.08, 95% intervalo de confianza = 1.51-2.88)
(Kulkarni y cols., 2017). En dicha poblacion multiples
factores estan asociados a una mayor exposicion a la
malaria y a un nivel elevado de anticuerpos cuando
se compara con la poblacion vecina. Las medidas
preventivas para la reduccion de la exposicion a la
malaria deberan implementarse y encaminarse con
adaptaciones culturales particulares de la poblacion
indigena.

CONCLUSIONES

La Medicina Tropical emerge en el tltimo cuarto
del siglo XIX de la mano del médico escocés Patrick
Manson y de varias figuras pioneras, tales como
Ross, Bruce, Leishman, Castellani, Yersin y Balfour,
entre otros. Su rico devenir histérico ha brindado a
la practica médica una gran variedad de recursos para
la comprensién y abordaje de varias enfermedades
tropicales tales como la malaria, la fiebre amarilla, la
leishmaniasis, entre otras.

La MT ha contribuido y se ha nutrido del inmenso
desarrollo cientifico y tecnolégico del siglo XX y

XXI. El conocimiento bioquimico, inmunolégico,

epidemiolégico, microbiolégico, y parasitologico,

entre otros, han sido fundamentales para considera-
bles logros en el disefio de pruebas para el diagnoéstico
y tratamiento precoz, investigaciones sobre vacunas
y medidas preventivas, de diversas enfermedades
tropicales.

Dichos logros -cuyas raices se alimentan y se
retrotraen de las realizaciones de Manson y a los
pioneros de la MT- benefician grandes segmentos de
la poblacién, muchos de ellos en situacion vulnerable:
nifios, embarazadas, pobres, inmigrantes, victimas de
desastres naturales, entre otros.

Asi, coincidimos con otros autores en que la
considerable proyeccion cientifica actual de la
Medicina Tropical, por una parte, se relaciona con su
rica historia; por la otra, con la pertinencia social de
muchos de sus avances cientificos de primer orden.
Tradicion y vanguardia describen con precision a esta
interdisciplina.

REFERENCIAS

BALOUZ V, AGUERO F, BUSCAGLIA CA (2017) Chagas Dis-
ease Diagnostic Applications: Present Knowledge and Fu-
ture Steps. Adv Parasitol. 97:1-45.

BASHFORD A (2000). Is white Australia possible? Race, colo-
nialism and tropical medicine. Ethnic and Racial Studies.
23(3): 248-271.

BEAUMIER CM, GOMEZ-RUBIO AM, HOTEZ PJ, WEINA PJ
(2013). United States Military Tropical Medicine: Extraor-
dinary Legacy, Uncertain Future. 7 (Issue 12): e2448.

BOTERO D. (2004) Que es la medicina tropical? Revista CES
Medicina 18(1): 21-23.

CHOTIWAN N, BREWSTER-CD, MAGALHAES T, WEGER-
LUCARELLI J, DUGGAL NK, RUCKERT C, NGUYEN C, et
al. (2017) Rapid and specific detection of Asian- and Af-
rican-lineage Zika viruses. Sci Transl Med. May 3; 9(388).
pii: ea ag0538. doi: 10.1126/scitranslmed.aag0538. [Epub
ahead of print]

COOK G y ZUMLA A. Manson s Tropical Diseases (2009) 22
edicion. Editorial Elsevier.

COOK GC. (1990) Early history of clinical tropical medicine in
London. Journal of the Royal Society of Medicine. 83:38-
42.

DIEMERT DJ, FREIRE ], VALENTE V, FRAGA CG, TALLES F,
GRAHEK S, et al. (2017) Safety and immunogenicity of
the Na-GST-1 hookworm vaccine in Brazilian and Ameri-
can adults. PLoS Negl Trop Dis. May 2;11(5):e0005574.
[Epub ahead of print].

EGUEZ KE, ALONSO-PADILLA ], TERAN C, CHIPANA Z,
GARCIA W, TORRICO E et al. (2017) Rapid diagnostic

22 | Tribuna del Investigador | Vol. 19, No 1, 2018



Medicina Tropical y su proyeccién actual: Un breve panorama

tests duo as alternative to conventional serological as-
says for conclusive Chagas disease diagnosis. PLoS Negl
Trop Dis. Apr 3;11(4):e0005501. doi: 10.1371/journal.
pntd.0005501. eCollection [Epub ahead of print].

ESTRADA JH. La época del imperialismo y sus implicaciones
en la salud publica. Rev Fac Nac Salud Publica 2008;
26(2): 215-222.

FLEISCHER B (2000). A century of research in tropical medi-
cine in Hamburg: the early history and present state of
the Bernhard Nocht Institute. Tropical Medicine and In-
ternational Health. 5(10): 747-751.

GEBRU T, AJUA A, THEISEN M, ESEN M, NGOA UA, ISSIFOU
S, et al. (2017) Recognition of Plasmodium falciparum
mature gametocyte-infected erythrocytes by antibodies
of semi-immune adults and malaria-exposed children
from Gabon. Malar J. Apr 26;16(1):176. [Epub ahead of
print]

GIBSON AD (2009). Miasma Revisited - The Intellectual His-
tory of Tropical Medicine. Aust Fam Physician 38 (1-2),
57-50.

GONGORA-BIANCHI RA (1997) Apuntaciones historicas en
referencia a la medicina tropical. Rev Biomed 8:49-52.

GONZALEZ GUERRA M (1998) Los Estudios Médicos en la
Universidad Central de Venezuela a partir de 1891. Edi-
ciones del Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanis-
tico. Universidad Central de Venezuela. Caracas.

JACKSONA Y y STEPHENSONA N. (2014). Neglected tropical
disease and emerging infectious disease: An analysis of
the history, promise and constraints of two worldviews.
Global Public Health, 9( 9): 995-1007.

JOHNSON R. (2010) The West African Medical Staff and the
Administration of Imperial Tropical Medicine, 1902-14.
The Journal of Imperial and Commonwealth History.
38(3): 419-439.

KOFER ], HOFER H , HARTMANN S. (2017) Next-Genera-
tion Parasitologists: Structured Training Programs Meet
Educational Challenges. Trends Parasitol. Apr 21. [Epub
ahead of print] doi: 10.1016/j.pt.2017.03.008.

KULKARNI MA, GARROD G, BERRANG-FORD L, SSEWAN-
YANA I, HARPER SL, BARAHEBERWA N, DONNELLY B,
PATTERSON K, NAMANYA DB, LWASA S, DRAKELEY C.
(2017) Examination of Antibody Responses as a Measure
of Exposure to Malaria in the Indigenous Batwa and Their
Non-Indigenous Neighbors in Southwestern Uganda. Am
J Trop Med Hyg. 96(2):330-334.

MAGUINA VC (2000). Historia de la infectologia v la medici-
na tropical y su importancia en Latinoamérica. Diagnos-
tico. Pera [Internet]. Sep Oct 38(5). [citado 2017 Abr 29]
Disponible en: http://www.fihu-diagnostico.org.pe/revist
a/numeros/2000/setoct00/270-278.html.

MESSENGER LA, GILMAN RH, VERASTEGUI M, GALDOS-
CARDENAS G, SANCHEZ G, VALENCIA E, et al. (2017)
Working Group on Chagas disease in Bolivia and Peru.
Towards improving early diagnosis of congenital Chagas
disease in an endemic setting. Clin Infect Dis. Mar 25.
doi: 10.1093/cid/cix277. [Epub ahead of print]

NAVARRO P SAFAR ML. Félix Pifano: la historia viviente de
medicina tropical. Gac Méd Caracas [Internet] 2003

Abr [citado 2017 Abr 29] 111(2): 171-172. Disponi-
ble en: http://www.scielo.org.ve/ scielo. php?script=sci_
arttext&pid=S0367-476220300 0200014&Ing=es.

NAVAS G. (2000). Personaje Félix Pifano. Vitae. Caracas [In-
ternet] [citado 2017 Abr 29] Disponible en: http://cai-
bco.ucv.ve/caibco/vitae/VitaeDos/Personajes/Pifano/
pifanol.htm.

NIEVES JE, STACK SM (2015) Colonel BK. Ashford A Brief
Military Medicine Historical Review. Military Medicine
180, 9:934-937.

OLIVEIRA C. Louis Daniel Beauperthuy (2002). Visionario de
la medicina venezolana. Disponible en:http://vitae.ucv.ve
/?module=articulo&rv=83&n=3690.

PAUL R Y ELDER L. (2000) Lectura critica. Eduteka. Fun-
dacion Pensamiento Critico. [citado el 14 de mayo de
2017]. Disponible en: http://www.eduteka.org/pdfdir/Lec-
turaCritica .pdf

PIFANO F (1964). Aspectos de Medicina Tropical: Temas de
Catedra. Caracas, Organizacion de Bienestar Estudiantil.
UCV.

PLAZA IZQUIERDO F (1996) Doctores venezolanos de la
Academia Nacional de Medicina: (datos biogrdficos) Fun-
dacién Ed. Univ. p 303.

QUAIL G. (2015) The debt Tropical Medicine owes to the Mili-
tary. Journal of Military and Veteran’s Health. 23(3):18-
22.

PORTER R (2003) Breve historia de la medicina. De la antigtie-
dad hasta nuestros dias, Editorial Taurus Madrid, Esparia.

SALGADO-LEVANO AC. (2007) Investigacion cualitativa: dis-
enos, evaluacion del rigor metodolégico y retos. Libera-
bit. [citado el 14 de mayo de 2017]. Revista de Psicologia
1371-1378. Disponible en: http://4www. redalyc.org /ar-
ticulo .0a?id=68601309

SUTTER P. (2000) "Arrancale los dientes al tropico": ambiente,
enfermedad y el programa sanitario de Estados Unidos en
Panama, 1904-1914. Papeles de Poblacion. 6(24): 60-93.

WANDERA EA, MOHAMMAD S, OUKO JO, YATITCH ], TANI-
GUCHI K, ICHINOSE Y.(2017) Variation in rotavirus vac-
cine coverage by sub-counties in Kenya. Trop Med Health.
2017 Apr 24;45:9. doi: 10.1186/s41182-017-0051-z. eCol-
lection. [Epub ahead of print].

WELLCOME IMAGES. Wellcome Trust, United Kindom.
Refer to Welcome blog post (archive). Disponible en:
http://wellcomeimages.org  /indexplus/obf_images/84/
bd/47f4bdb34e342e0db9a5636acd23.jpg

Tribuna del Investigador | Vol. 19,No 1, 2018 | 23



Maria Eugenia Landaeta, Zobeida Uzcategui, Sofia Mata Essayag

Maria Eugenia Landaeta’,
Zobeida Uzcategui?,
Sofia Mata Essayag®

" Universidad Central de Venezuela,

Facultad de Medicina, Escuela de Medicina

Luis Razetti, Catedra de Microbiologia
mariaeugenialandaetal@gmail.com

2 Universidad Central de Venezuela,

Facultad de Medicina, Escuela de Medicina

Luis Razetti, Catedra de Microbiologia
zobelop@yahoo.com

3 Universidad Central de Venezuela,

Facultad de Medicina, Escuela de Medicina

Luis Razetti, Catedra de Microbiologia
somae50@hotmail.com

La Catedra de Microbiologia
en sus 125 anos

RESUMEN

Se narra la historia de la Catedra de Microbiologia de la Escuela de Medicina
Luis Razetti, desde su fundacion en 1891 por el Dr. José Gregorio Hernandez,
hasta la actualidad. Incluye las semblanzas de los jefes que han tenido a su cargo
la conduccion de la Catedra, algunos hitos importantes y personajes destacados
que han formado parte de ella.

Palabras Clave: Catedra de Microbiologia; José Gregorio Hernandez; Jefes
de Catedra; historia de la medicina; historia de la Universidad, historia de la
microbiologia

THE CHAIR OF MICROBIOLOGY IN ITS 125 YEARS

ABSTRACT

The history of the Microbiology Department at the Luis Razetti Medical
School is narrated, since its foundation in 1891 by Dr. José Gregorio Hernandez,
until today. It includes the semblances of the Chiefs who have been in charge
of the Chair, some important milestones and outstanding persons that have
been part of it.

Keywords: Chair of Microbiology; José Gregorio Hernandez; Chiefs of the
Chair; history of medicine; history of the University

En 2016 la Catedra de Microbiologia de la Escuela de Medicina Luis
Razetti de la Universidad Central de Venezuela cumplio 125 anos de su
fundacion, por el Dr. José Gregorio Hernandez.

El 16 de agosto de 1888, el Dr. Juan Pablo Rojas Paul, Presidente de
la Republica, dicté una resoluciéon para la formacion académica del Dr.
Hernandez y la posterior creacion delos estudios en Venezuela.

El joven médico José Gregorio Hernandez, con 25 anos de edad y un
afio de graduado de médico, permanecié en Paris entre 1889 y 1991.
Alli estudio Bacteriologia con el Profesor Isidore Strauss, discipulo
de Luis Pasteur. Ademas, estudio6 fisiologia experimental, histologia y
embriologia, hasta su regreso, en noviembre de 1891.
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El 5 de noviembre de 1891 fue designado como
catedratico para dictar estas asignaturas y el 6 del
mismo mes se crea la Catedra. Originalmente fue creada
como Catedra de Histologia normal y patologica, Fisi-
ologia Experimental y Bacteriologia, cuyo primer Jefe
fue el Dr. José Gregorio Hernandez, en sustituciéon de la
Catedra de Fisiologia e Higiene, regentada por el Prof.
David Lobo. Esto sucedi6 en el edificio que actualmente
se denomina Palacio de las Academias, en la esquina
de San Francisco, donde se encontraba la antigua
Universidad Central de Venezuela. Esta Catedra fue la
primera de su clase en América.

Las lecciones orales se dictaban los dias lunes y
viernes, los martes y sabados las lecciones experi-
mentales y los miércoles, las lecciones practicas. En
1910 publica el texto Lecciones de Bacteriologia, muy
util en los estudios de la asignatura. En 1912 el Minis-
terio de Instruccion Pablica incorpora a la Catedra la
ensefianza de la parasitologia.

El Dr. José Gregorio Hernandez permanecié como
Jefe de la Catedra hasta el ario de su muerte, en 1919.
Cumplié 28 afios de docencia. En 1972 la Socie-
dad Venezolana de Microbiologia escoge el dia 6 de
noviembre como dia del Microbiélogo, en homenaje a
la fundacion de la Catedra de Bacteriologia por el Dr.
José Gregorio Hernandez.

A partir de 1919 queda como jefe de la Catedra,
ahora llamada Bacteriologia y Parasitologia, el Dr.
Jests Rafael Risquez, destacado médico microbiologo,
parasitélogo y anatomopatélogo, ademas de escritor.
Graduado en 1904 de bachiller en filosofia, ingresa en
la Universidad Central de Venezuela, donde obtuvo el
titulo de Doctor en Ciencias Médicas en 1911. Ejercio
su profesion en La Victoria (1912-1914),luego vino a
Caracas, donde trabajé entre 1919 y 1920, hasta que
se fue a Paris a cursar estudios de bacteriologia, para-
sitologia y anatomia patologica, materias a las que se
dedico por el resto de su vida.

Risquez fue profesor de bacteriologia y parasi-
tologia durante mas de 30 anos (1914-1947) en la
Universidad Central de Venezuela. En la antigua
Escuela de Medicina (durante la clausura del alma
mater caraquefa), fue profesor de quimica biolégica

(1915-1916) y de anatomia patologica (1916-1923) y
al reabrirse la universidad, continu6 regentando esta
ultima catedra desde 1925 hasta 1936.

Fue ademas Secretario de la Facultad de Medicina,
Jefe del Laboratorio del Hospital Vargas (1922-1934),
y director honorario en el Ministerio de Salubridad,
Agricultura y Cria. Durante este tiempo fue también
Senador de la Republica (1934), Secretario de la
Sociedad Médica de Caracas (1916-1917) y Director-
fundador de los Archivos de Patologia Tropical.

Escribi6 numerosos trabajos, tanto cientificos
como histoéricos, filosoficos y literarios, en periddicos
y revistas. Fue iniciador o continuador de impor-
tantes trabajos de investigacién, sobre todo con
relacion a la bilharziosis en su aspecto anatomopa-
tologico, que complementaron los realizados por el
doctor Victor Raudl Soto, descubridor del huevo del
parasito (Schistosoma mansoni) y precedieron a los de
los doctores José Gregorio Hernandez, Juan Iturbe y
Eudoro Gonzalez. Destacan también sus trabajos rela-
tivos a la espiroquetosis bronquial, la distomatosis
humana, la meningitis cerebro-espinal (1935), cuyo
germen productor no fue el meningococo clasico (de
Weichselbaum), sino otro diplococo al que la Oficina
Sanitaria Panamericana dio el nombre de Neisseria
venezuelensis Del Corral-Risquez, en su honor y en
el de su colega Pedro del Corral. Sus Lecciones de
Bacteriologia y Conferencias de Parasitologia, edita-
das, respectivamente, en 1932 y 1934, recogieron las
notas de clase tomadas por sus alumnos. Ejercio la
jefatura de la Catedra, durante 24 anos, hasta 1943.

Fue Individuo de Numero de la Academia Nacional
de Medicinay ocup6 el Sillon XXIX de la misma (1925).
También fue Individuo de Numero de la Academia de
Ciencias Fisicas, Matematicas y Naturales en donde
ocupo el Sillon XIX (1933).

En 1947, al fallecer el Dr. Risquez, se encarga de
la Catedra de Bacteriologia y Parasitologia el Dr. José
Barnola, hasta 1958, momento en el cual se separa la
Catedra de Parasitologia de la de Bacteriologia. Queda
como jefe de la Catedra de Parasitologia, y en la ahora
Catedra de Microbiologia, el Dr. Leopoldo Bricefio
Iragorry.
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El Dr. Barnola se gradtia de Bachiller en Filosofia
y Letras en el Colegio San Ignacio de Caracas de los
Padres Jesuitas, junto con Klindt, Caldera, Guzman,
Bruzual, Michelangeli, Camejo, Samkow, Perazo y
Ruiz. Presenta ante la Universidad Central su tesis de
grado titulada Transformismo.

Ingresa en la Facultad de Medicina de la Universi-
dad Central de Venezuela y a la par de sus estudios se
desempefia como técnico de laboratorio bajo la tutela
de Jests Rafael Risquez, Pedro del Corral y Elias
Benarroch. Se gradua de Doctor en Ciencias Médicas
en 1938, para lo cual presenta la tesis titulada: La
reaccion de Takata Ara en la bilharziosis.

Durante sus estudios, en 1936, fue nombrado
instructor por concurso en la Catedra de Bacteriologia
y Parasitologia del Profesor Risquez en la Universidad
Central y en 1937 se inscribi6é en el primer curso de
Malariologia, en donde sus profesores fueron Alberto J.
Ferrer, Arnoldo Gabaldén, Pablo Anduze y Pablo Cova
Garcia; en esa época es técnico fundador del laboratorio
del Hospital Carlos J. Bello de la Cruz Roja Venezolana.
En 1938 se une al personal médico del Ejército Vene-
zolano con el grado de Capitan y es nombrado Jefe del
Laboratorio del Hospital Militar y Naval Antonio José
de Sucre en Caracas, cargo que ocup0 hasta la desapa-
ricion del Hospital en aras del progreso de la ciudad y
se fundo el Hospital Militar Dr. Carlos Arvelo, en donde
ocupd el mismo cargo hasta cumplir sus 30 afios de
servicio en las Fuerzas Armadas.

En 1947, por el fallecimiento del Dr. Jestus Rafael
Risquez, se encarga de la Catedra de Bacteriologia y
Parasitologia de la Universidad Central. En 1958 se
hace Profesor Titular y regenta la Catedra de Parasi-
tologia, cuando se separan las dos disciplinas, hasta el
ano de su jubilacién, 1970.

Fue encargado del Decanato en varias oportuni-
dades y miembro del Consejo de Facultad por eleccion
del Claustro Universitario y su colaboracién en cursos
universitarios de posgrado en pediatria, hematologia,
microbiologia y medicina tropical fueron de gran
interés.

José Barnola fue Miembro Correspondiente
Nacional de la Academia de Medicina desde 1954, Jefe

del laboratorio de la Maternidad Concepcién Palacios
y del laboratorio del Hospital de Nifios J.M. de los Rios.

Leopoldo Briceno Iragorry. Inicié sus estudios de
medicina en la UCV, entre 1925 y 1928, continuando-
los en la Universidad de Paris, donde obtuvo el titulo
de Médico Colonial y Médico Malariélogo, en 1931,
y Doctor en Medicina en 1932. Por revalida, obtiene
el titulo de Doctor en Ciencias Médicas en la UCV en
1932.Realiz6 cursos de postgrado en Parasitologia y
Malariologia, asi como en Bacteriologia en el Instituto
Pasteur de Paris.

Desde ese entonces, en 1953 se le nombro6 Jefe
de Trabajos Practicos de Bacteriologia, en la Catedra
de Bacteriologia y Parasitologia de la Facultad de
Medicina. Desde 1958 hasta 1977 sucedi6 a su
maestro, Jests Rafael Risquez como Profesor Titular y
Jefe de la Catedra. También se desempenid como jefe
del Departamento de Microbiologia, Parasitologia y
Medicina Tropical.

En 1933 comenz6 su practica profesional en el
Servicio de Clinica Médica del Hospital Vargas pasando
después, en 1935, al Servicio de Dermatologia y Sifilo-
grafia de este mismo instituto, hasta 1943. Asi mismo,
se desempenid como dermatologo en la Cruz Roja
Venezolana y en la Casa Municipal de Beneficencia.
Entre 1930 y 1949 ejerci6 privadamente la profesion
en los campos de la dermatologia y el laboratorio.

En el Ministerio de Sanidad y Asistencia Social
trabajé como médico epidemidlogo de 1936 a 1939 y
luego paso a los Laboratorios de Bacteriologia y Parasi-
tologia del Instituto Nacional de Higiene, hasta 1946.
Este tGltimo afio fue nombrado Jefe de la Division de
Laboratorios del Ministerio de Sanidad y Asistencia
Social cargo en el cual permaneci6 hasta 1972.

Su vida cientifica fue muy fructifera, en la cual se
cuentan 56 trabajos de bacteriologia, 12 de micologia,
35 de parasitologia, 15 de medicina general y mas de
50 discursos, conferencias, articulos y libros de texto.
Fue Individuo de Numero de la Academia de Ciencias
Fisicas, Matematicas y Naturales, habiéndosele asig-
nado el Sillon XIX.

El Dr. Alberto Pardi, se gradtia de Médico Cirujano
en la ciudad de Pisa, Italia, presentando como tesis de
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grado el trabajo "Tratamiento del chancro blando con
sulfamidicos". Ingresa en el Instituto de Higiene de la
Universidad de Florencia, y alli permanece cinco afios
y publica 24 trabajos sobre Microbiologia Aplicada
a la Salud Publica, entre los cuales resaltan los que
se refieren al aislamiento, por primera vez en Italia,
del virus de la influenza y un extenso trabajo sobre
la sensibilidad a las sulfas de los anaerobios de la
gangrena gaseosa. Al mismo tiempo se especializa en
Salud Publica en la Universidad de Bolonia.

Regresa a Venezuela en 1946 y revalida su titulo.
En 1947 inicia su carrera de docente en la Catedra
de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad
Central de Venezuela. A la vez ingresa en la Divisién
de Laboratorios del Ministerio de Sanidad y Asistencia
Social, en la cual funda la Seccién de “Bacteriologia de
Agua, Leche y Alimentos” y la de "Diagnodstico Bacte-
riologico de la Tuberculosis".

Luego de ascender a Profesor Asociado y después
a Titular en 1977, es nombrado Jefe de la Catedra
Dr.
Bricefno Iragorry, hasta el afio de su jubilacién, 1983.

de Microbiologia, sucediendo al Leopoldo
Como profesor, las lecciones sobre los temas de su
preferencia: corinebacterias, enterobacterias, bruce-
las, micobacterias y rabia fueron guia, tanto para
estudiantes de pregrado como de postgrado. En 1973
es designado Médico Jefe del Departamento de Labo-
ratorios del Ministerio de Sanidad. Aun cuando la
labor administrativa lo absorbe, nunca se aleja de su
gran pasion, la microbiologia.

El Dr. Pardi fue miembro fundador de la Sociedad
Venezolana de Microbiologia y, como baluarte de la
misma, fue condecorado con la Orden "Andrés Bello"
en su segunda clase, durante la realizacion del IV
Congreso Venezolano de Microbiologia.

A partir de 1983 y hasta 1991, la Catedra fue
dirigida por la Dra. Maria Josefina Nufez Cortés. La
Dra. Nunez se gradué de Médico Cirujano en 1959.
Entre 1961 y 1963, realiz6 el postgrado de Medicina
Interna en el Servicio de Medicina III del Hospital
Universitario de Caracas, dirigido por el Dr. Augusto
Ledn. Se traslado a los Estados Unidos para realizar
el Postgrado de Enfermedades Infecciosas en el New

England Medical Center, Universidad de Tufts, entre
1968 y 1970. Fue alumna del Dr. Louis Weinstein,
padre de la Infectologia mundial. Durante estos tres
afnos hizo un curso de Microbiologia en el Departa-
mento de Microbiologia del Instituto Tecnolbgico
de Massachusetts, con el profesor y Premio Nobel
Salvador Luria. También realiz6 pasantia en el Labo-
ratorio de Micobacterias del Hospital Hammersmith
de Londres, con el profesor Mitchitson.

De 1971 a 1976 fue coordinadora docente del
Postgrado de Medicina Interna del Hospital Univer-
sitario de Caracas (UCV). Desde 1981, y durante tres
periodos consecutivos, se desempefié como Jefe por
concurso del Servicio de Enfermedades Infecciosas
del Adulto y Directora del Postgrado de Infectologia
del Hospital Universitario de Caracas.

De 1983 a 1991 fue Jefe de la Catedra de
Microbiologia de la Escuela de Medicina Luis Razetti,
a la cual ya pertenecia desde 1975.

Maria Josefina Nufiez es el primer infect6logo
con formaciéon de postgrado que aparece en el esce-
nario médico venezolano. En 1985, en el Hospital
Universitario de Caracas, transform6 la residencia
programada de Infectologia que existia desde 1976,
en el primer curso de posgrado universitario de la
especialidad. Fue también la fundadora del Curso de
Microbiologia General y del Laboratorio correspon-
diente de la Universidad Simoén Bolivar, a los que se
dedico durante tres afios consecutivos.

En 1991 se conmemoro el Centenario de la creacion
de la primera Catedra de Microbiologia en Venezuela,
por el Dr. José Gregorio Hernandez, momento en el
que la Dra. Nuafiez ejercia la jefatura de la misma. A tal
efecto, coordind una comision de trabajo que culminé
con la realizacién de diversos eventos cientificos y
académicos y la publicaciéon del libro "Microbiologia
Médica", en dos tomos, producto de la colaboracion
de varios profesores e investigadores y editado por ella,
al lado de Maria Josefina Goémez y Oswaldo Carmona.
Esta obra cristaliza gracias al apoyo obtenido por el
Rectorado de la Universidad Central de Venezuela.

Durante este tiempo, le corresponde a la Catedra
asumir el cambio de régimen semestral a anual en la
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Facultad de Medicina, que habia comenzado en 1989.
Para el inicio de este régimen de colisibn semestral/
anual, fueron contratadas las Dras. Zobeida Uzcategui
y Maria Eugenia Taibo, quienes iniciaron funciones
el 1 de octubre de 1990, bajo la jefatura de la Dra.
Nufez. En las mafanas se dictaba el régimen anual y
en las tardes, el semestral.

El siguiente afio ingresa la Biol. Sofia Toro, ya
bajo el mando de la Dra. Argelia Medina de Atilano,
quien se encarga personalmente de los estudiantes
del régimen semestral. La Dra. Atilano realizd sus
estudios de Microbiologia en la Division de Labora-
torios del Ministerio de Sanidad y Asistencia Social,
culminando en 1967. Ingres6 a la Catedra en 1968,
y luego al Instituto de Medicina Tropical en 1969,
encargandose de la Seccion de Medios de Cultivo
y Esterilizacién y posteriormente de la Seccion de
Microbiologia, en donde comienza a prestar servi-
cio asistencial. En este afilo renuncié al Laboratorio
de Aguas del Instituto Nacional de Obras Sanitarias
(INOS), en el cual se desempeiid6 como Microbiélogo
II. Entre 1983 y 1985 solicitdé una excedencia activa
con el fin de ejercer el cargo de Jefe de la Divisién
de Diagnostico e Investigacion del Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel”. Es designada jefe de la
Catedra en septiembre de 1991, permaneciendo en
este cargo hasta septiembre de 1993.

De 1993 a 1999, la Dra. Tibaire Montes asumio6 la
jefatura de la Catedra. Realizo sus estudios de medicina
desde 1960, cuando ingresa a la Facultad de Medicina
de la Universidad de Los Andes y se gradta de Médico
Cirujano el 26 de noviembre de 1966. En mayo de
1973 se muda a Caracas. En enero de 1974 ingresa a
la Division de Laboratorios del Ministerio de Sanidad y
Asistencia Social, cuyo Director, el Dr. Henry Fossaert,
habia implementado un programa de entrenamiento en
técnicas de diagnostico bacteriologico para médicos;
alli permanece hasta septiembre de 1975 cuando
ingresa al postgrado de Microbiologia Médica, coordi-
nado por el insigne Maestro Rafael Darricarrere en el
Instituto Nacional de Dermatologia, actualmente Insti-
tuto de Biomedicina de la UCV. Durante la pasantia de
virologia realizada en el Instituto Venezolano de Inves-

tigaciones Cientificas (IVIC) y dirigida por el doctor José
Esparza, siente gran atraccion por los virus. Finaliza el
postgrado en agosto de 1977 y en septiembre ingresa a
la Catedra de Microbiologia de la Escuela de Medicina
"Luis Razetti" de la UCV.

En 1988 conoce a la doctora Berta Viera de Torres,
médica viréloga, profesora de virologia de la Escuela
de Bioanalisis, quien la entusiasma a realizar un entre-
namiento en técnicas de aislamiento y diagnoéstico
viral en el Instituto Nacional de Higiene; la doctora
Rosalba Salas, Jefe de la Seccion de Aislamiento Viral,
le sugiere realizar un trabajo sobre virus respiratorios;
alli permanece por espacio de dos anos.

En septiembre de 1991 viaja al Instituto "Pedro
Kouri" de La Habana, Cuba, donde realiza un
entrenamiento de diagndstico de arbovirus. Entre
septiembre de 1999 y octubre de 2000, luego de
dejar la jefatura de la Catedra, realiza una Maestria
en Virologia en este mismo Instituto. Tibaire Montes
fue Jefe de la Catedra de Microbiologia durante tres
periodos y posteriormente fue Jefe del Departamento
de Microbiologia, Parasitologia y Medicina Tropical.
Escribi6 tres capitulos sobre generalidades de virus,
virus respiratorios y diagnostico viral en el libro
"Microbiologia Médica", editado por los doctores
Maria Josefina Nurfiez, Maria Josefina Goémez y
Oswaldo Carmona con motivo de cumplir cien afos
de fundada la Catedra de Microbiologia.

Ingresa a la Sociedad Venezolana de Microbiologia
en el anio de 1978 como miembro asociado y asciende
a miembro titular en 1988. Se desempefi® como
Presidenta, Vice-presidenta, Secretaria General y
Secretaria de Actas de la Junta Directiva del Capitulo
Metropolitano. Fue Presidenta, Secretaria General y
Secretaria de Actas de la Junta Directiva Nacional.

En el anno 1997 el doctor Alejandro Divo le solicita
al doctor Oswaldo Carmona la revision y actualizacion
de laquintaedicion de su libro "Microbiologia Médica”;
el doctor Carmona le encomienda a Tibaire Montes la
revision y actualizacion de la parte correspondiente a
los virus.

Durante la jefatura de Catedra de la profesora
Tibiare Montes, le correspondit a la profesora Zobeida
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Uzcategui, para entonces coordinadora docente,
realizar cambios en el programa de la asignatura
Microbiologia. La profesora Uzcategui, implemento la
introduccion de casos clinicos hipotéticos tanto en
las clases teoricas como las actividades practicas y
en algunos temas se comienzan a discutir en forma
de sindromes, por ejemplo, en el tema de diarreas,
enfermedades de transmision sexual; es decir, se
actualizo el diseno instruccional de la asignatura, con
una serie de estrategias instruccionales adaptadas al
cambio curricular acorde al movimiento mundial. Este
disefio instruccional actualmente continta vigente.
A partir del afio 1999, la Dra. Sofia Mata Essayag
asume la jefatura de la Catedra. Es médico ciru-
jano, egresada de la Escuela José Maria Vargas de
la UCV en 1975, habiendo realizado, aparte de su
formacion académica, pasantias en el Laboratorio
Central del Hospital Vargas de Caracas y en el Insti-
tuto de Medicina Tropical, asi como preparaduria en
la Catedra de Parasitologia de la Escuela Vargas. En
1978 ingresa al Instituto de Medicina Tropical de la
Facultad de Medicina, donde el Dr. Félix Pifano le
organiza un programa de 3 afios, que culmina con
una pasantia de un afo, en 1980, en el Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo, Brasil. A su regreso,
ingresa a la Catedra de Microbiologia de la Escuela
Luis Razetti, se adscribe a la Seccién de Micologia
Médica del Instituto; en ambos realiza labores de
docencia, asistencia e investigacion. En 1991 viaja a
Manchester, Reino Unido, donde realiza estudios de
maestria y doctorado en Micologia Médica. Regresa
en 1996, a continuar con sus labores académicas.En
1999, asume temporalmente la jefatura de la Catedra,
hasta 2001. Posteriormente permanece como jefe de
la Secciéon de Micologia Médica, hasta 2003, cuando
nuevamente asume la jefatura de la Catedra. Desem-
pena ambas funciones durante 5 afios. A partir de
2008 deja de ser jefe de la Catedra y se queda como
jefe de la Seccién de Micologia, hasta la actualidad.
La Prof. Sofia Mata Essayag cuenta con mas de 100
publicaciones en revistas de prestigio a nivel nacional
e internacional, en el area de la Micologia Médica, prin-
cipalmente en el campo de la epidemiologia, clinica,

diagnostico y tratamiento de las micosis profundas
endémicas en Venezuela. Asi mismo, es autora de
varios capitulos de libros de texto a nivel nacional e
internacional. Fue miembro fundador de la Sociedad
Venezolana de Infectologia, en 1985.

Durante el periodo 2001 a 2003, ejerci6é funciones
de jefe de la Catedra la Prof. Maria Josefina Gémez,
quien obtuvo su titulo de Licenciada en Biologia
en la Facultad de Ciencias de la UCV en 1970. Fue
preparadora (1970-71) y luego Bidlogo investigador
(1972-1973) de la Facultad de Ingenieria de la UCV,
Microbidlogo del Instituto Nacional de Higiene “Rafael
Rangel” (INHRR) (1973-1987), profesora de Biologia del
Liceo Fermin Toro (1973), y jefe encargado del Depar-
tamento de Bacteriologia del INHRR (1975, 1977).

Maria Gomez realizd multiples cursos en Vene-
zuela y en los Estados Unidos para perfeccionar sus
conocimientos de Microbiologia. Mencién especial
merecen los estudios realizados en el Centro de
Control de Enfermedades (CDC) en Atlanta, Georgia,
EEUU, donde se entreno en la identificacion de bacte-
rias anaerébicas y clamidias. Asi mismo, se entren6 en
técnicas de diagnostico bacteriolégico en el Hospital
Emory de Atlanta.

En 1981 ingres6 como instructor por concurso a
la Catedra de Microbiologia de la Escuela de Medicina
“Luis Razetti” de la Facultad de Medicina de la UCV.
También se desempefié6 como jefe de la Seccion de
Bacteriologia del Instituto de Medicina Tropical de la
UCV, cargo que ocup6 desde 1992 hasta 2007. Maria
Gomez realizO muchas publicaciones, en revistas
de reconocido prestigio, relacionadas con la identi-
ficacibn de micobacterias, bacilos gramnegativos,
corinebacterias, enterococos, neumococos y otros
estreptococos. En el afio 2001 gan6 por concurso la
jefatura de dicha Catedra, la cual ejercié hasta 2003.
Se jubil6 de la UCV en el afio 2005.

Ha ejercido varios cargos en la Junta Directiva de
la SVM. Desde 1986 ha hecho posible el crecimiento
de la calidad cientifica de la Revista de la Sociedad
Venezolana de Microbiologia. Ha formado parte de
la comisiéon editorial durante muchos afos y sigue
aportando su entusiasmo y conocimiento en la
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edicion de la revista hasta la presente fecha.

Después del segundo periodo de la Prof. Sofia Mata
Essayag, queda a cargo de la Catedra Maria Eugenia
Landaeta, desde 2008 hasta la actualidad. Graduada
de Médico Cirujano en 1988 y de Infect6logo en 1993
en la UCV, realiz6 Maestria en Microbiologia Médica
en la Universidad de Liverpool, Reino Unido, entre
2001 y 2002. Ingreso a la Catedra de Microbiologia en
1994 y al Servicio de Infectologia del Hospital Univer-
sitario de Caracas en 1996, actualmente ejerciendo la
jefatura del mismo y la Direccién del Postgrado. Ha
ocupado diferentes cargos en la Sociedad Venezolana
de Infectologia, entre ellos Presidente, Secretaria
General, Tesorera, Secretaria de Actas, Coordinadora
y luego Asesora de la Comision Cientifica. Le ha
correspondido organizar, con la colaboracion de los
demas miembros, los aniversarios 120 y 125 de
la Catedra, con realizacion de la Santa Misa, Acto
Académico y brindis. También ha sido coordinadora de
la edicién de la nueva version del libro Microbiologia
Medica, en 2010, iniciado en la jefatura de la Dra.
Sofia Mata Essayag, fruto del trabajo de los profe-
sores de la Catedra y algunos invitados expertos en
los diferentes temas, asi como la publicacion de las
diferentes ediciones de la Guia de Trabajos Practicos
de Microbiologia.

Otras personas que han sido miembros
destacados de la Catedra

En 1953, Mildred Feo se integra al Instituto de
Medicina Tropical. Viene formada de la Western
Reserve University, Cleveland, en donde adquiere
el titulo de Medical Technologist. En 1951 inicia
su labor de investigaciéon en hongos patdgenos del
hombre en el hospital J.M. de los Rios, bajo la direc-
cion del Dr. Leandro Potenza, entre los trabajos que
realiza el mas notable es el que identifica por primera
vez en Venezuela Cryptococcus neoformans. Entre sus
aportes mas importantes se encuentra la creacion del
medio de cultivo Bilis Agar Feo, para la identificacion
de clamidoconidias en levaduras del género Candida.
Se encarga de la Seccién de Micologia Médica del IMT
hasta la llegada del Dr. Borelli.

Dante Borelli, dermatoélogo y micélogo nacido en
Parma, Italia en 1920 y naturalizado venezolano en
1951, tiene el mérito de haber fundado la Secciéon de
Micologia Medica del IMT en 1961, y de ser el inves-
tigador que ha descrito el mayor namero de hongos
patogenos en la historia de la Micologia Médica. Fue
un gran investigador en este campo y pionero en la
formacion de micologos en el pais.

Carmen Marcano, destacada micologo, quien se
desempefi6 como jefe de la Seccion de Micologia
hasta su jubilacién, desde 1981 hasta 2001. Los
doctores Domingo Lopez Parra y Fanny Pérez de
Rodriguez, esta ultima es la docente a quien debemos
la organizacion de los aspectos curriculares de la
Catedra, también se desempeii® como Coordina-
dora de Curriculum de la Escuela Luis Razetti. Los
licenciados Jovita Urbaez, Cristina Ugueto, Lourdes
Rondén y Gonzalo Castro, asi como posteriormente
Flor Munioz, Cohinta Hernandez y Felipe Zamora,
quienes han sido los bioanalistas que se han encar-
gado de la preparacion de los trabajos practicos de los
estudiantes, todos ellos excelentes docentes y con
una gran mistica de trabajo. Los doctores Ana Maria
Caceres, Libia Henao, Celina Pérez, Ernesto Alayo y
Orlando Jiménez, médicos infectologos quienes ejer-
cieron funciones docentes, entre otros personajes
que escapan a nuestra memoria. Entre los auxiliares
de laboratorio se destacan Morelys Villarroel y Gladis
Aguilera. Todos ellos dieron grandes aportes a la
Catedra durante el tiempo que permanecieron en ella.
Nuestro eterno agradecimiento.

En la actualidad, trabajan en la Catedra la Dra.
Zobeida Uzcategui, quien ejerce el rol de Jefe del Depar-
tamento de Microbiologia, Parasitologia y Medicina
Luzalba Nweihed,
Docente, los profesores Etna Velasquez, Eduardo Basti-

Tropical, actual Coordinadora
das, Martin Carballo y Jocays Caldera y las licenciadas
Giorgina Mendoza, Irani Pérez y Andreina Duarte. Todos
ellos, siguiendo el ejemplo de sus predecesores, reali-
zan una invaluable labor en la formacion del médico
venezolano. Otros personajes que han colaborado en la
docencia, por ser adscritos a la Catedra, fueron Edgar

Jaimes, virélogo y Susana Gonzalez, actual Jefe de la
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Seccién de Bacteriologia del IMT.

No menos importante es mencionar el personal
administrativo que labora en esta Catedra, quienes
cumplen un papel preponderante en el cabal
funcionamiento cotidiano, como son la Sra. Yolanda
Garcia, el Sr. Pablo Rodriguez y el Sr. Samuel Rangel.

Son ellos quienes, tras bastidores, realizan un trabajo

invaluable.

Durante el tiempo en que ha funcionado la
Catedra, se ha mantenido intacto el nivel académico
en la ensefianza de la Microbiologia, el cual ha pasado
de generacion en generacion sin mermar la calidad y
mistica que han tenido todos los personajes que nos

han precedido.

Figura 1

Jefes de la Catedra de Microbiologia: José Gregorio Hernandez, Jests Rafael Risquez, Leopoldo Bricefo Iragorry, Alberto Pardi, Maria Josefina
Nunez, Tibaire Montes, Maria Gdmez, Sofia Mata Essayag, Maria Eugenia Landaeta

Figura 2

La Catedra de Microbiologia en 1972: Sentados: Mildred de Feo, Alberto
Pardi, Leopoldo Bricefio Iragorry, Dante Borelli, Carmen Marcano. De
pie: Lourdes Rondon, Argelia de Atilano, Margot Miani, Gonzalo Castro,
Fanny Pérez de Rodriguez, Anagela Gallurralde, Domingo Lopez Parra,
Cristina Ugueto, Jovita de Urbdez

Tribuna del Investigador | Vol. 19,No 1, 2018 | 31



Maria Eugenia Landaeta, Zobeida Uzcategui, Sofia Mata Essayag

Figura 3 Figura 4

La Catedra de Microbiologia en la actualidad: Jocays Caldera, Martin La Catedra de Microbiologia en la celebracion de sus 120 afos (2011):
Carballo, Giorgina Mendoza, Luzalba Nweihed, Sofia Mata Essayag, Carmen Marcano, Felipe Zamora, Giorgina Mendoza, Etna Velazquez,
Yolanda Garcia, Maria Eugenia Landaeta, Andreina Duarte, Morelys LuzalbaNweihed, Maria Gdmez, Jocays Caldera, Argelia Atilano,
Villarroel, Zobeida Uzcategui, Eduardo Bastidas, Pablo Rodriguez, Zobeida Uzcategui, Tibaire Montes, Sofia Mata, Libia Henao, Maria
Orlando Jiménez, Etna Velasquez J. Ndiez, Domingo Lépez Parra, Flor Muiioz, Martin Carballo, Maria

Eugenia Landaeta
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Zobeida Uzcategui’ RESUMEN / /
Sofia Mata E 9 El Departamento de Microbiologia, Parasitologia y Medicina Tropical
Of1a Mata Essayag (DMPMT) se cred en el ano de 1958, estando siempre su sede en el Instituto de

Medicina Tropical (IMT) e integrado por tres catedras: Catedra de Microbiologia,

' Departamento de Microbiologia, Catedra de Parasitologia y Catedra de Medicina Tropical. Le correspondi6 al
Parasitologia y Medicina Tropical. Dr. Félix Pifano, ser el primer jefe del Departamento, quien permanecio en su
Escuela de Medicina “Luis Razetti". conduccion durante 10 afios. Seguido luego, en orden cronologico, por los doc-
Facultad de Medicina, UCV. tores Leopoldo Bricefio Iragorry, Jestis Romero, Teudis Cardozo, Alejandro Mon-
zobelop@yahoo.com dolfi y consecutivamente, por las doctoras Belkisyolé Alarcon de Noya, Olinda

Delgado, Tibaire Montes, Salha Abdul-Hadi, Nathalie Chacén y actualmente
2 Seccidn de Micologia. por la doctora Zobeida Uzcategui. De cada uno de ellos, se hace una pequena
Instituto de Medicina Tropical “Félix Pifano”. semblanza durante la trayectoria de su jefatura y un resumen de sus logros
Facultad de Medicina, UCV. académicos y administrativos. El nombre del Departamento ha variado a través
somaeb0@hotmail.com del tiempo. Entre sus funciones destacan coordinar las actividades docentes,

asistenciales, de extension e investigacion del personal docente y administra-
tivo adscrito, velar por el funcionamiento administrativo del mismo e impulsar
el desarrollo de cada una de sus catedras.

Palabras Clave: Departamento; DMPMT; Catedra; Microbiologia; Parasi-
tologia; Medicina Tropical; IMT; Pifano; Medicina tropical UCV; Departamento
de Microbiologia

HISTORICAL RECORD OF THE DEPARTMENT OF MICROBIOLOGY,
PARASITOLOGY AND TROPICAL MEDICINE

ABSTRACT

The Department of Microbiology, Parasitology and Tropical Medicine
(DMPMT) was created in the year 1958, always being based in the Institute of
Tropical Medicine (IMT) and composed of three chairs: Microbiology, Parasi-
tology and Tropical Medicine. The first head of the Department was Dr. Felix
Pifano, who remained in his leadership for 10 years. Then followed, in chronolog-
ical order, by doctors Leopoldo Bricefio Iragorry, Jesus Romero, Teudis Cardozo,
Alejandro Mondolfi and consecutively, by the doctors Belkisyolé Alarcéon de
Noya, Olinda Delgado, Tibaire Montes, Salha Abdul-Hadi, Nathalie Chacon and
currently by Dr. Zobeida Uzcategui. From each of them, a small semblance is
made during the trajectory of their leadership and a summary of their academic
and administrative achievements. The name of the Department has varied over
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time. Among its functions, it is important to coordinate
the teaching, assistance, extension and research activities
of the assigned teaching and administrative staff, to ensure
the administrative functioning and to promote the devel-
opment of each of its chairs.

Keywords: Department; DMPMT; Chair; Microbiology;
Parasitology; Tropical Medicine; IMT; Pifano.

INTRODUCCION

En 1941 el Dr. Félix Pifano Capdevielle, concursa
a la Catedra de Medicina Tropical de la Escuela de
Medicina de la Universidad Central de Venezuela
(UCV); en ese momento, el Dr. Pifano ya tiene la
idea de fundar un instituto dedicado al estudio de
enfermedades tropicales en Venezuela.

Desafortunadamente, las actividades de inves-
tigacion no tenian prioridad en la universidad y no
existia la estructura fisica ni los recursos humanos
para realizar investigacion, ni docencia. En 1942 bajo
la presidencia de [saias Medina Angarita, comenzaron
los estudios del proyecto de construcciéon de la UCV
en los terrenos de la Hacienda Ibarra, que seria el sitio
ideal para conectar al nuevo centro geografico de la
ciudad alrededor de la Plaza Venezuela. Es asi, que en
octubre de 1943, se decreta la creacion del Instituto
Auténomo de la Ciudad Universitaria, el cual tendria
la finalidad de llevar a cabo las obras que integrarian
el nuevo campus universitario. Le asignan la tarea al
Maestro Carlos Raal Villanueva.

El Dr. Pifano, después de multiples intentos para
la creacion del Instituto de Medicina Tropical (IMT),
logra en 1945 que la Junta Revolucionaria de Gobier-
no, decretara la creacion de dicho Instituto de acuerdo
a lo reglamentado por la Ley de Educacion de 1940,
la cual propone que la Escuela de Medicina, debia de
estar integrada por dos agrupaciones y tres institutos,
uno de los cuales seria el Instituto de Medicina Tropi-
cal, llamado para ese entonces Instituto de Medicina
Tropical, Microbiologia e Higiene.

Es asi como, el 14 de octubre de 1947 fue creado
por decreto del Consejo Universitario, presidido por el
Rector Dr. Santiago E. Vera, el Instituto de Medicina
Tropical designandose al Dr. Félix Pifano, como direc-
tor del mismo. EI IMT no tenia local propio y comenzo6
a funcionar en un pequefio espacio del Ministerio de

Educacién en Palo Grande, antigua sede del Liceo
Andrés Bello, que compartia con el Instituto de
Medicina Experimental.

Profesor Felix Pifano Capdevielle
(1912-2003)

El siguiente paso consistio, en la construccion del
edificio del Instituto dentro de la Ciudad Universi-
taria, la cual se inaugur6 parcialmente el 2 de marzo
de 1954 durante el régimen del General Marcos Pérez
Jiménez y es considerada una de las grandes crea-
ciones de la arquitectura mundial del siglo XX. En el
ano 2000 fue nombrada Patrimonio de la Humanidad
por la Unesco, convirtiéndose en el primer campus
universitario en América Latina en recibir este honor.
Una vez terminada la infraestructura del Instituto
de Medicina Tropical en el afio de 1956, este abri6
sus puertas como un centro de investigacion y
ensenanza sobre bioclimatologia, fisiografia, micro-
biologia clinica, diagnostico, profilaxis y tratamiento
de las enfermedades tropicales. El Dr. Félix Pifano, se
encarga en la conduccioén del Instituto como director.

Con relacién a la ensefianza, se cre6 en el afio de
1958 el Departamento de Microbiologia, Parasitologia
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y Medicina Tropical, integrado por las tres catedras
existentes para el momento: Catedra de Microbiologia,
Catedra de Parasitologia y Catedra de Medicina
Tropical. Cuya funcién era coordinar las actividades
docentes y de investigacion e impulsar el desarrollo
de cada una de las disciplinas antes mencionadas.

Le incumbio al Dr. Félix Pifano Capdevielle, ser
el primer jefe del Departamento, en el cual permane-
ci6 en un lapso comprendido entre 1958 y 1968.
Actividad que compartio6 con la jefatura de la Catedra
de Medicina Tropical y la direccién del IMT. Fue un
ilustre venezolano yaracuyano, de brillante trayecto-
ria en la investigacion cientifica y en la docencia de
las enfermedades tropicales endémicas del pais; con
la habilidad excepcional de tocar al piano los viejos
valses venezolanos. Sus investigaciones se inclinaron
hacia el analisis ecolégico, epidemiolégico y clinico de
las patologias tropicales dando innumerables aportes a
la Medicina Tropical, con mas de 200 trabajos cientifi-
cos publicados acerca de estas enfermedades. Trabaj6
con el Dr. Arnoldo Gabaldon en malaria. Siempre
compaginé sus actividades docentes con la de inves-
tigacion sobre enfermedad de Chagas, leishmaniasis,
esquistosomiasis, oncocercosis, micosis sistémicas,
animales ponzofiosos, entre otras. Como docente
form6 mas de 16.500 estudiantes, siendo epénimo
de muchas promociones. Fue Decano de la Facultad
de Medicina entre 1944 y 1946. Perteneci6é como
Miembro, a varias Sociedades Médicas nacionales e
internacionales y fue Individuo de Nuimero en varias
Academias nacionales. Digno merecedor de un sin
fin de reconocimientos nacionales e internacionales.
Dirigi6 el IMT, desde 1947 hasta 1990. Todos los
logros antes mencionados lo acreditan para homena-
jearlo, colocando su nombre al Instituto de Medicina
Tropical.

Al revisar la documentacion presente en los archi-
vos del Departamento encontramos, que el nombre
del mismo ha variado a través del tiempo. En 1958,
se denomina Departamento de Tropical, posterior-
mente cambia a Departamento de Medicina Tropical,
después a Departamento de Tropical, Parasitologia y
Microbiologia y por tGltimo Departamento de Parasi-

tologia, Microbiologia y Medicina Tropical. Desde el
ano 1990, comienza a ser posicionado como “Depar-
tamento de Microbiologia, Parasitologia y Medicina
Tropical” (DMPMT). Consolidandose este nombre con
la creacion de un logo, durante la jefatura de la Profe-
sora Nathalie Chacon, en el periodo 2008-2010.

Dr. José Barnola Duxans

A partir de 1960, la Facultad de Medicina crea una
nueva escuela de medicina denominada “José Maria
Vargas”, que funcionaria en las inmediaciones del
Hospital Vargas en San José. A partir de este momento,
existen dos escuelas de medicina, la anteriormente
mencionada y la escuela de medicina “Luis Razetti”.
Siendo el Dr. Pifano el jefe del Departamento y de la
Catedra de Medicina Tropical, acompafiado por los
doctores Leopoldo Bricefio Iragorry y José Barnola
Duxans, como jefes de las catedras de Microbiologia
y Parasitologia respectivamente de la escuela de
medicina “Luis Razetti”. Sin embargo, el Dr. Pifano
se encarg6 por muchos afios, de impartir las clases de
medicina tropical para ambas escuelas.

Después que el Dr. Pifano finaliza su periodo como
jefe del Departamento el 06 de noviembre de 1968, le
corresponde el comprometido quehacer al Dr. Leopol-
do Bricefio Iragorry. A partir de mayo de 1969, se
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nombran anualmente a los jefes de catedras y depar-
tamentos, de acuerdo a la atribucion 52 del articulo
25 de la Ley de Universidades y Facultades; y que le
confiere el articulo 24 del Reglamento de Catedras y
Departamentos.

El Dr. Leopoldo Bricefio Iragorry ejerce conjun-
tamente su funcion de jefe del Departamento con la
jefatura de la Catedra de Microbiologia. Realizé sus
estudios de medicina en Caracas (1925-1928) en la
Universidad Central de Venezuela, pero al cerrarse
esta, por revueltas estudiantiles, se trasladé a Europa
terminando su carrera en la Universidad de Paris
en 1930. Realiz6 estudios de post-grado en Paris
(1930-1932) en donde recibe los titulos de “Médico
Colonial” “Médico Malariélogo” y doctor en Medicina
de la Universidad de Paris. Prest6 sus servicios en el
Instituto Pasteur en el campo de la bacteriologia y
trabajo en el laboratorio de parasitologia del profesor
Brumpt. Revalid6 su Titulo en la Universidad Central
de Venezuela en 1932. Este insigne profesor trujillano
fue microbidlogo, dermatodlogo, sanitarista e investiga-
dor. Cumpli6 a cabalidad todas sus responsabilidades
como lo demuestran los multiples trabajos realizados
en el campo de la microbiologia sobre salmonelas,
shigelas y otros agentes de gastroenteritis, sobre

brucelosis y tifus exantematico murino, sus estudios
sobre esporotricosis y blastomicosis y, en el campo de
la Parasitologia, sus publicaciones sobre fleb6tomos,
simulidos y culicoides, con descripcion de nuevas
especies. En su labor académica siempre fue admira-
do por el profundo conocimiento de la microbiologia
debido al constante anhelo de mantenerse actualizado,
la facilidad de exposicion de una manera clara, amena
y fascinante; ademas, por su estricto cumplimiento
de sus deberes en la Catedra de Microbiologia y en el
DMPMT. Muchas promociones médicas disfrutaron
de su ensefanza, a tal punto que lo hacen merecedor
del nombre de la Promocién de Médicos del afio 1958.

Fuelndividuode Numeroydirectivodela Academia
de Nacional de Medicina y de la Academia de Cien-
cias Fisicas, Matematicas y Naturales y perteneci6 a
numerosas sociedades cientificas nacionales e inter-
nacionales. Ademas, fue miembro fundador de la
Sociedad Venezolana de Microbiologia, siendo presi-
dente de la misma para 1957. Asi como, asesor de la
Organizacion Mundial de la Salud. Mantuvo siempre el
contacto con el Instituto Pasteur de Paris, el CDC de
Atlanta y otras Instituciones extranjeras. Su obra en
el campo de la investigacion cientifica fue muy vasta
en las areas de la microbiologia, parasitologia, medici-
na tropical, micologia y dermatologia. Discipulos lo
recuerdan por la solidez de su preparacion, la claridad
de la expresion, su magnifica condicion humana, que
dejo huella imponente como uno de los profesores
mas destacados en el area de la Microbiologia en el
pais.

El Dr. Bricefio Iragorry solicita su jubilaciéon el 08
de febrerode 1977 y se le confiere la misma a partir del
01 de marzo de ese mismo afo; sin embargo, continta
firmando como jefe del DMPMT hasta el mes de mayo
de 1977, cuando queda encargado del Departamento
el Dr. Jestis Romero Morell.

El Dr. Jests Romero Morell durante el periodo en
que el Dr. Bricefio Iragorry se desempefid6 como jefe
del Departamento, fue nombrado jefe encargado del
mismo en varias ocasiones. Una vez concedida la jubi-
lacion al Dr. Bricerio Iragorry, se le designa como jefe
del DMPMT. Para ese momento el Dr. Romero era el
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jefe de la Catedra de Parasitologia, cargo que venia
ejerciendo desde agosto de 1970; en consecuencia,
el Dr. Luis Alberto Rincén asume la jefatura de esa
catedra; quedando ademas conformado el Departa-
mento, por el Dr. Alberto Pardi jefe de la Catedra de
Microbiologia y el Dr. Félix Pifano jefe de la Catedra
de Medicina Tropical.

El Dr. Jestis Romero-Morrel realiz6 su educacion
media, primero en la Escuela Federal de Pueblo
Nuevo y luego en el Colegio Luis Espelozin de Coro.
En 1943, el Liceo Cecilio Acosta de Coro, le otorga
el titulo de Bachiller en Filosofia, titulo que en ese
tiempo era expedido por la Universidad Central de
Venezuela. Sus estudios universitarios los realiz6 en la
Universidad Central de Venezuela (UCV), obteniendo
el titulo de Médico Cirujano en 1949, promocion "Dr.
José Izquierdo" y el de Doctor en Ciencias Médicas,
en 1963. Realiz6 los cursos de postgrado en Médico
Tropicalista en el Instituto de Medicina Tropical de la
Universidad de Sao Paulo, Brasil (1960) y el de Médico
Venereoblogo en el Ministerio de Sanidad y Asistencia
Social (MSAS) y UCV (1944-1950).

El Dr. Jesis Romero Morell, falconiano, médico
tropicalista, condujo el DMPMT durante 4 afos. A
pesar de que ingres6 como Instructor por concurso
en la Catedra de Medicina Tropical en 1950, pasa a ser

docente de la Catedra de Parasitologia hasta alcanzar
su jefatura, responsabilidad que cumple hasta 1977.
En varias ocasiones, le correspondié compartir su
deber con la direccion del IMT como director (encar-
gado) y sub-director del mismo desde 1960 hasta
1980.

Recibi6 merecidas distinciones y condecora-
ciones, tales como: Premio "Martin Vegas" 1957 de la
Sociedad de Dermatologia, Venereologia y Leprologia
de Venezuela; Premio "Medalla de Medicina Tropical"
(1960) del Instituto de Medicina Tropical Sao Paulo,
Brasil; "Pirenochaeta romeroi, Nva. sp”. Dante Borelli,
Dermatologia Venezolana; Orden “27 de junio” 1ra
Clase, Medalla de Oro; Orden "José Maria Vargas" 1ra
Clase Corbata UCV; Orden "Josefa Camejo" Consejo
Municipal del Municipio Autébnomo Falcon, Pueblo
Nuevo, estado Falcon y Orden "Dr. Calle Sierra",
Consejo Municipal del Municipio Autbnomo Miranda,
Coro, estado Falcon.

Sus trabajos cientificos e investigacion siempre
estuvieron relacionados con leishmaniasis visceral,
(Kala-Azar) en Venezuela, la Bionphalaria glabrata de
Venezuela a la infeccion con dos diferentes cepas de
Schistosoma mansoni; estudio sobre leishmaniasis
tegumentaria en Venezuela, "Leishmania pifanoi n.
sp", entre otras investigaciones.

Formé6 parte de diversas de sociedades cientifi-
cas y profesionales: Federaciéon Médica Venezolana,
Colegio de Médicos del Distrito Federal, Royal Society
of Tropical Medicine and Higiene (Londres), Sociedad
Internacional de Dermatologia Tropical, y Socie-
dad Parasitologia Venezolana. En junio de 1981, se
le confiere el beneficio de la jubilacion y regresa a
Falcon su estado natal, con el fin de crear las cate-
dras de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional
Experimental Francisco de Miranda. Siendo elegido
como Vicerrector Académico de esa casa de estudios.

Para junio de 1981, asume como jefe encargado
del DMPMT, el Dr. Teudis Cardozo Soto, quien
también se desempefiaba como jefe de la Catedra
de Parasitologia y jefe de la Seccién de Geohelmin-
tiasis. Caraqueno, apasionado por la historia de la
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medicina, laico comprometido. Se gradu6 de médico
cirujano y luego Doctor en Ciencias Médicas en la
UCV. Realiz6 cursos de postgrado en Patologia Tropi-
cal, en Hamburgo, en la Universidad de Kassel, Ba
Kissingen, en Alemania y en Roma. Se desempefi6
como: Adjunto al Servicio del Laboratorio Clinico y
Medicina Interna en la Maternidad Concepcion Pala-
cios, Médico Consultor de Enfermedades Parasitarias
y Transmisibles en el Hospital de Nifios “JM de los
Rios”. Fue instructor por concurso de parasitologia
en la escuela de Bioanalisis y llegd a Profesor Titular
en 1988 en la Catedra de Parasitologia de la escuela
de medicina “Luis Razetti”. Entre sus trabajos cienti-
ficos, relat6 el primer caso de larva visceral migratoria
en Venezuela, en 1968; trabajo en helmintologia y la
ensefianza parasitaria meédica con criterios interdis-
ciplinarios. Particip6 y representd a nuestro pais en
varios congresos en el exterior. Fue invitado espe-
cial por El Vaticano, en el primer Congreso sobre
promocion de la salud y farmacoterapia en el mundo
en desarrollo, en 1986.

Durante el periodo en que el doctor Cardozo se
desempena como jefe del Departamento, siendo el
doctor Carlos Moros Ghersi, rector de la UCV, en 1982
se actualiza el Reglamento de Catedras y Departamen-
tos, el cual estd aun vigente. Entre sus atribuciones se
deben resaltar:

e Presidir la Comision Departamental y las reuniones
del Departamento.

e Participar con voz y voto en las sesiones del
Consejo de Escuela.

e Representar al Departamento correspondiente
ante los funcionarios y organismos universitarios.

e Supervisar el funcionamiento de las catedras y
formular las recomendaciones del caso.

e Velar por el cumplimiento de las disposiciones
legales y reglamentarias en el seno del respectivo
Departamento, formulando las recomendaciones a los
casos de los Jefes de catedras, y ejecutar las decisiones
y resoluciones de las reuniones departamentales.

e Dar cuenta periédicamente al Director de la
Escuela sobre el funcionamiento del Departamento.

e Otras atribuciones que le sean asignadas por el

reglamento de la Facultad y Autoridades Universitarias.

En ese Reglamento, el Departamento es una
unidad docente y de investigacion integrada por
catedras afines o paralelas de una Escuela y tiene
por objeto lograr la coordinacion de sus actividades
docentes y de investigacion e impulsar el desarrollo
de la respectiva disciplina. Cada Departamento tendra
una Comision Departamental constituida por los
Jefes de Catedras y el Jefe del Departamento, quien la
presidira. Las Comisiones Departamentales tendran
las siguientes funciones:

e Coordinar, dentro de los planes de la respec-
tiva Escuela, los horarios y programas de estudio de
las catedras incorporadas, asi como los métodos de
estudio o ensefianza.

e Resolver las cuestiones de funcionamiento interno
de las catedras que éstas planteen.

e Hacer a los organismos superiores las sugeren-
cias que se consideren de interés para propiciar el
desarrollo y progreso de las catedras.

e Servir de organismo consultivo de los Directores
de Escuela, Decanos, Consejo de Facultad y Consejo
Universitario en los asuntos relacionados con la ense-
fianza, la investigacion y extension de las correspon-
dientes disciplinas.

e Conocer las comunicaciones provenientes de las
catedras y tramitarlas a los organismos superiores, sin
perjuicio de lo establecido en el articulo 5° de este
reglamento.

e Participar en el proceso de evaluacion profesoral.

e Otras que le sean encomendadas por el Decano, el
Director de la Escuela, el Consejo de la Escuela o el de
la Facultad.

A partir de ese momento los Jefes de Catedras y los
de Departamentos duraran dos afios en el ejercicio de
sus funciones y podran ser nombrados nuevamente
por periodos sucesivos cumpliéndose en todo caso
con el procedimiento previsto en el presente regla-
mento. Vencido el lapso y mientras no se haya hecho
una nueva designacion, quienes venian ejerciendo la
jefatura de catedra o de departamento continuaran en
su desempeno con el caracter de Jefe - Encargado.

En ese lapso acompafiaron al Dr. Cardozo, en
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el Departamento hasta septiembre de 1983, el Dr.
Alberto Pardi en Microbiologia, el Dr. Luis Rincon
Salas en Parasitologia y el Dr. Edgar Belfort en
Medicina Tropical. El doctor Cardozo fue convidado
para dictar el curso de postgrado en enfermedades
tropicales e infecciosas en la Universidad de Roma, en
calidad de profesor Invitado; por tal motivo, solicitd
un permiso de un afio para ausentarse y quedo6 encar-
gado del Departamento el Dr. Rincén y en ocasiones el
Dr. Edgar Belfort. Las doctoras Maria Josefina Ntunez
y Olinda Delgado ganan el concurso para las jefatu-
ras de las catedras de Microbiologia y Parasitologia
respectivamente, conformando de esta manera las
autoridades del Departamento.

El Dr. Cardozo recibié varias distinciones entre
ellas la Orden “Hipolito Unanue” en el grado de Oficial
por la Presidencia de Perta en 1970, condecorado con
la Orden de Caballero de la Republica Italiana, 1985.
Fue representante de la Facultad de Medicina en la
Comision de Estudios Interdisciplinarios de la UCV
desde febrero 1983 a diciembre 1987. Nombrado
Individuo de Namero, Sillon XXXV de la Sociedad
Venezolana de Historia de la Medicina en 1992 y
también en ese ano, fue designado Presidente-Coor-
dinador del Consejo asesor de la Fundacion Hospital
Universitariode Caracasy miembrodel Consejo Asesor
Nacional de Salud.

El Dr. Cardozo, retoma la jefatura en enero de
1985 y permanece en ella hasta septiembre de 1988,
cuando es nombrado el Dr. Mondofi, jefe encargado
del Departamento.

El Dr.
nombrado jefe del DMPMT a partir de mayo de

Alejandro Mondolfi Galavis, es

1989 y permaneciendo hasta septiembre de 1993.
Estudioso caraquefo, curs6 la primaria y el primer
ciclo de secundaria en el Colegio América y se
gradu6 de Bachiller en Ciencias Biolégicas de la
Universidad Cato6lica Andrés Bello en 1955. En Ia
Universidad Central de Venezuela (UCV) obtiene su
titulo de Médico-Cirujano en 1961. Se va a Brasil y
se forma como médico-tropicalista en el Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo, en 1962. Poste-
riormente en el Instituto Butantan de Sao Paulo se

Dr. Alejandro Mondolfi Galavis

entrena, en el diagnoéstico y tratamiento de emponzo-
flamientos por serpientes, escorpiones y arafias; en el
Hospital de Isolamento "Emilio Ribas" adquiere expe-
riencia en enfermedades infecciosas y parasitarias. Su
tutor en la Universidad de Sao Paulo fue el Dr. Carlos
Da Silva Lacaz.

A su regreso a Venezuela ingresa a la Catedra de
Medicina Tropical como Instructor (dedicacion exclu-
siva). Su formacién como docente la hace bajo la tutela
de su Maestro, el Dr. Félix Pifano y el personal de la
catedra para ese entonces, los doctores Jestis Romero,
Rafael Medina, Luis Manuel Pefialver, Joel Salazar,
Lorenzo Figallo, Luis José Gonzalez Herrera y Edgar
Belfort. La docencia de Medicina Tropical la comple-
menta con investigacion. Llega a ser jefe de la Seccion
de Animales Ponzofiosos del IMT y Adjunto al Servi-
cio Enfermedades Transmisibles del Adulto del HUC.
En 1975 hace el Curso Medio de Epidemiologia en la
Escuela de Salud Pablica (UCV). En 1977 viajaa EEUU
como fellow de la OMS para estudio de Epidemiologia
y Control de Infecciones Nosocomiales, haciendo
pasantias en el CDC (Atlanta, Georgia) y otras univer-
sidades de Estados Unidos de América. A su regreso es
nombrado Epidemi6logo del Hospital Universitario de
Caracas adscrito al Ministerio de Sanidad y Asistencia
Social (MSAS), cargo en el que permanece durante 4
anos, fundando el Servicio de Epidemiologia de este
hospital. En 1982 realiza un curso de Epidemiologia
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en la Universidad de Minnesota, donde estudia Epide-
miologia de Enfermedades Infecciosas, Epidemiologia
de Infecciones Nosocomiales y Epidemiologia de
Alcoholismo.

Lleg6 a ser jefe de la Catedra de Medicina Tropi-
cal y del DMPMT durante 2 periodos. Ademas de
la docencia regular fue docente en los postgrados
de Medicina Interna, Enfermedades Infecciosas,
Pediatria y Neurologia en el HUC, en la Escuela de
Salud Publica (UCV) y en la Escuela de Malariologia
(MSAS).

Dos campos que ocuparon su interés entre otros,
fueron la Malaria y la Hepatitis D. Formé6 parte de
un grupo que estudié durante algo mas de 2 afios un
brote de hepatitis D entre los indigenas Yupca en la
Sierra de Perija (estado Zulia) en los afios de 1981 a
82. Estudi6é durante mas de 10 anos la evolucion de
un brote de hepatitis D en comunidades indigenas
(Yanomami) del Alto Orinoco. Estos dos estudios son
posiblemente los mas importantes que se han publi-
cado sobre seroepidemiologia de esta enfermedad en
comunidades abiertas.

Represent6 al IMT, en infinidad de comisiones.
Miembro fundador de la Sociedad Venezolana de
Infectologia y presidente de la misma. En 1983, fue
el padrino de la promocién de médicos egresados de
la escuela de medicina “Luis Razetti”. Se jubil6 en el
ano 2000, culminando una larga carrera docente de
39 afios.

Es acompariado durante su periodo por la Dra.
Maria Josefina Nuiiez en la Catedra de Micro-
biologia, la Dra. Olinda Delgado en la Catedra de
Parasitologia y la Dra. Salha Abdul-Hadi en la
Catedra de Medicina Tropical.

En octubre de 1993 la Dra. Belkisyolé Coro-
moto Alarcon de Noya asume la jefatura del
Departamento, en donde permanecié durante tres
periodos, habiendo sido la primera mujer en asumir el
cargo. Nace en Guanta, Anzoategui y realiza sus estu-
dios en Caracas, egresando como médico de la escuela
de medicina “Luis Razetti” en 1975; posteriormente
ingresa a la Universidad de Tulane, Nueva Orleans en
el estado de Luisiana, donde obtiene el titulo de PhD

en Parasitologia Médica en el aflo 1979.

L
L o
Dra. Belkisyolé C. Alarcon de Noya

La Dra. Alarcon de Noya, le ha correspondido
la responsabilidad de transitar por numerosas cargos
y actividades académicas, asistenciales, administra-
tivas, de extensioén e investigaciéon. En la actividad
académica administrativo comenzé por el cargo de
preparadora por concurso en 1973 a 1975, poste-
riormente ingresa como docente de la Catedra de
Parasitologia en 1980 hasta alcanzar la categoria de
Titular en 1998, jefe de la Catedra de Parasitologia,
durante dos lapsos consecutivos de 1989 a 1993 vy,
por ultimo, jefe del Departamento de Microbiologia,
Parasitologia y Medicina Tropical durante 3 periodos
consecutivos 1993-1995, 1995-1997 y 1997-1999.

Ha participado como docente regular de pregrado y
de postgrado en cursos de helmintologia, malacologia,
protozoologia, esquistosomiasis, neurosistecercosis,
biologia celular de parasitos, entre otros; tanto en
universidades nacionales como en el exterior. Tutora
y jurado de mas de 40 trabajos de investigacion de
tesis doctorales, maestrias, licenciaturas.

En lo administrativo, fue jefe de la Seccién de
Biohelmintiasis del IMT (1980-2002) y luego jefe
de la Seccién de Inmunologia desde 2002 hasta los
actuales momentos. En diciembre de 2015, es elegida
Directora del IMT, siendo la primera mujer electa
en alcanzar esta posicion. Para su cuarto periodo,
como jefe del Departamento, fue comisionada Coor-
dinadora General de la Facultad (2000-2002), donde
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desarrollo iniciativas académicas de integracién en el
proceso ensefianza-aprendizaje; durante ese lapso la
Dra. Olinda Delgado fue encargada del Departamento.
También se desempefi6 como Decana encargada en
2001. Es importante resaltar que, durante su segundo
periodo como jefe del Departamento en 1996, se
consolidé la creaciéon del Postgrado Nacional de Para-
sitologia, asumiendo la direcciéon del mismo, hasta
junio 2000 cuando paso a ser la Coordinadora hasta
el afio 2011.

Con respecto a las actividades de investigacion,
ha publicado un sin fin de trabajos mas de 300 tanto
en revistas internacionales como nacionales y autora
de varias monografias en fasciolosis, paragonomiasis,
esquistosomiasis, cisticercosis, toxoplasmosis y dedi-
cada en los ultimos tiempos, sobre enfermedad de
Chagas de transmision oral. Investigador del PEI nivel
C. Pertenece a una serie de sociedades, asociaciones
y grupos cientificos; entre ellos, el grupo Iberoameri-
cano Nuevas Herramientas para el control del Chagas
(NHEPACHA).
premios y condecoraciones. Entre ellos: Premio “Dr.

Ha sido merecedora de mdultiples

Luis Razetti” en su VI Edicién 2000 a la Investigacion
Aplicada, Premio “Dr. Luis Razetti” de la Facultad de
Medicina de la UCV a la Investigacion Aplicada del
ano 2013, Mencién Honorifica del Premio “Dr. José
Maria Vargas” de la Facultad de Medicina de la UCV a

dos por la microepidemia de Enfermedad de Chagas.
Diciembre 2015., Premio Bienal Dr. “Edmundo Valle-
calle” a la Trayectoria Académica Universitaria en su
VII Edicién, Afio 2016.

Ha pertenecido y pertenece a varias sociedades
médicas y cientificas: Asociacién para el Progreso
de la Investigacion Universitaria (APIU), “American
Society of Tropical Medicine and Hygiene", Sociedad
Venezolana de Infectologia, Sociedad Parasitologica
Venezolana, siendo su presidenta en el lapso de 1997
a 1999.

Para el inicio del nuevo milenio afio 2000, la
doctora Olinda Maria Delgado Silva continaa,
a la doctora Noya, en esta responsable labor de la
jefatura del Departamento, cuando adquiere la titu-
laridad del cargo, a pesar de haber sido en multiples
ocasiones encargada del mismo. Esta meritoria y
admirable bidloga de la Facultad de Ciencias de la
UCV, realiza un Master en Ciencias y Doctorado en
Ciencias Biologicas; ademas, cuenta con una maestria
en Inmunologia en la Universidad de Cincinnati,
en Ohio, EUA. Barquisimetana de nacimiento, pero
caraquena de corazon, profesora Titular, ha sido jefa
de Catedra de Parasitologia por concurso durante
varios periodos; su primer periodo fue de 1983 al
1985, seguido por otro de 1985 a 1987 y luego jefe
encargada de la catedra en varias oportunidades.

Dra. Olinda Maria Delgado Silva

la investigaciéon basica del afio 2013, Banda con Botéon
y Reconocimiento escrito por decision del Municipio
Chacao a la labor cumplida con los ciudadanos afecta-

Dra. Tibaire A. Montes Marcano

Entre sus actividades docentes cabe mencionar:
profesor invitado en el Postgrado de Infectologia en el
HUC y directora y coordinadora docente del Postgra-
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do Nacional de Parasitologia, entre otras actividades.
Sus lineas de investigacién han sido en el area de
la enfermedad de Chagas, leishmaniasis cutanea y
visceral y toxocariasis; siendo su primer trabajo para
optar al titulo de licenciada en Biologia: “Correlacion
histoquimica e histopatologica de la miocarditis
chagasica experimental”.

Entre sus actividades administrativas se
destaca: jefa de la seccion de Patologia Celular que
posteriormente, cambia de nombre a seccion de Inmu-
noparasitologia, siendo el director del Instituto para
ese momento el Dr. Oscar Noya Gonzalez. Miembro
de consejo técnico del IMT y directora encargada del
mismo en varias oportunidades.

Pertenece a la Asociacion para el Avance de la
Ciencia (ASOVAC), al Colegio de Egresados de la
Facultad de Ciencias, miembro de la Asociacion para
el progreso de la Investigacion Universitaria (APIU).
Perteneci6 a la junta directiva de la Sociedad Parasi-
tologica Venezolana. Investigador del PEI nivel C.

En su honor se cre6 el Premio “Olinda Delgado”,
para los estudiantes de pregrado que hayan cursado la
asignatura de Parasitologia de la escuela de medicina
“Luis Razetti”, con notas sobresalientes.

La Dra. Delgado, continu6 desde el Departamento,
con la proyeccion e impulso del Postgrado Nacional
de Parasitologia.

En octubre de 2001 ocupa la jefatura del Depar-
tamento la doctora Tibaire Auxiliadora Montes
Marcano. Esta disciplinada trujillana nacio en Valera,
estudia medicina en la Universidad de Los Andes.

En enero de 1974 ingresa a la Division de Labo-
ratorios del Ministerio de Sanidad, cuyo Director el
Dr. Henry Fossaert, habia implementado un programa
de entrenamiento en técnicas de diagndstico bacteri-
olégico para médicos; alli permanece hasta septiembre
de 1975 cuando ingresa al postgrado de Microbiologia
Médica coordinado por el insigne Maestro Rafael
Darricarrere en el Instituto de Nacional de Derma-
tologia y ahora Instituto Nacional de Biomedicina.
Durante la pasantia de virologia, realizada en el Insti-
tuto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC)
y dirigido por el doctor José Esparza, siente gran

atraccion por los virus; finaliza el postgrado en agosto
de 1977.

En septiembre ingresa ala Catedra de Microbiologia
de la escuela de medicina "Luis Razetti" de la Univer-
sidad Central de Venezuela (UCV). Trabaja con la
doctora Berta Viera de Torres, médica viréloga, quien
la entusiasma a realizar un entrenamiento en técni-
cas de aislamiento y diagndstico viral en el Instituto
Nacional de Higiene con la doctora Rosalba Salas, Jefe
de la Seccion de Aislamiento Viral, alli permanece por
espacio de dos anos.

En septiembre de 1991 viaja al Instituto "Pedro
Kouri" de La Habana, Cuba, donde realiza un
entrenamiento de diagnéstico de arbovirus. Entre
septiembre de 1999 y octubre de 2000 realiza una
Maestria en Virologia en este mismo Instituto.

Fue jefe de la Catedra de Microbiologia durante
tres periodos.

Asume la jefatura del Departamento en el 2001,
por dos periodos consecutivos hasta el 2004. Tuvo
el mérito de estructurar al DMPMT, mediante la
organizacion del mismo e implementando reuniones
periodicas del consejo departamental.

Fue Presidenta de la Sociedad Venezolana de
Microbiologia 1996-2000. Recibié el Premio a la
Excelencia 2005 otorgado por la Red de Sociedades
Cientificas Médicas Venezolanas (RSCMV). La doctora
Montes participé en numerosos eventos cientificos
nacionales e internacionales, como conferencista
integrante de comisiones de trabajo. Formé parte de
la Comision editorial de la Revista de la Sociedad
Venezolana de Microbiologia. Sus numerosas publica-
ciones en revistas cientificas le han dado la reputacion
que actualmente tiene como viréloga.

Le sigue en esta responsabilidad la doctora Salha
Abdul-Hadi Saleh, cuando es designada jefe por
concurso a partir de octubre de 2004, lo cual cumple
por dos periodos consecutivos hasta 2008.

Dedicada hemato6loga naci6 en Caracas, de padres
palestinos nacionalizados, estudi® medicina, en la
escuela de medicina “Luis Razetti”, en la UCV, donde
egreso con el titulo de Médico Cirujano en el ano de
1974.
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Dra. Salha Abdul-Hadi Saleh

Realiz6 el Magister Scientiarum, mencién Hema-
tologia en el Hospital Universitario de Caracas.

En 1979 ingres6 como Instructor por Concurso en
de la Catedra de Medicina Tropical en la escuela de
medicina "Luis Razetti" hasta llegar a ser Titular. Su
principal mentor cientifico fue el Doctor Félix Pifano.
En 1981, realiza curso de especializacion de Medicina
Tropical en el Instituto de Medicina Tropical de Sao
Paulo de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Sao Paulo (Brasil), bajo la direccion del profesor
Dr. Carlos Da Silva Lacaz y una pasantia clinica en el
Hospital de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias
"Emilio Ribas" de la Escuela Paulista de Medicina y
en 1990, tom6 el curso de perfeccionamiento en
Medicina Tropical de la Facultad de Medicina del
Triangulo Mineiro en Uberaba, Minas Gerais (Brasil),
bajo la direccion del Dr. Aluizio Prata.

Ademas de su labor docente de pregrado en la
Catedra de Medicina Tropical, Salha Abdul-Hadi,
realiz6 docencia de postgrado a los residentes de
Enfermedades Infecciosas de los Hospitales Univer-
sitario de Caracas (HUC), hospital de nifios "]M de
los Rios", Hospital Militar "Carlos Arvelo" y hospital
"José Maria Vargas" de Caracas, Servicio de Pediatria
del HUC, en el Instituto de Anatomia Patologica de la
UCV y del Postgrado Nacional de Parasitologia.

Asimismo, cre6 una consulta externa especiali-
zada de pacientes con eosinofilia y enfermedades
tropicales.

En el aspecto administrativo, se desempefié como

jefe de la Seccién de Hematologia del Instituto de
Medicina Tropical "Dr. Félix Pifano" desde el mes de
marzo de 1978 hasta 2014, actividad que compartioé
con la jefatura de la Catedra de Medicina Tropical
durante varios periodos y con el DMPMT entre los
anos 2004 a 2008.

Asisti6 y particip6 como conferencista en
numerosos eventos cientificos en el pais, tanto en el
campo de la Medicina Tropical como en el de la Hema-
tologia, coordinando en varias ocasiones diversos
eventos cientificos nacionales e internacionales. Sus
principales lineas de investigacion fueron las referidas
alos sindromes eosinofilicos, las hepatoesplenomega-
lias febriles (especialmente la leishmaniasis visceral),
la malaria y las micosis sistematicas en nifios. Publico
varios trabajos en diferentes revistas nacionales e
internacionales.

Continta la doctora Nathalie de Jestis Chacon
Fonseca, maracucha, nacida como dice su Curricu-
lo: “en plena feria de la Chinita”. Médico cirujano,
egresada de la Universidad del Zulia en 1993. Realiza
el postgrado en el Instituto Venezolano de Investiga-
ciones Cientificas(IVIC)de 1994 al 2000, obteniendo el
titulo de PhD mencién Biologia-Inmunologia. Ingresa
como profesor Asistente a la Catedra de Parasitologia
de la escuela de medicina “Luis Razetti” de la UCV,

Dra. Nathalie Chacén Fonseca

hasta 2005 y luego pasa a ser docente de la Catedra
de Medicina Tropical en la misma escuela de medici-
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na, en donde llega a ser jefa en 2017.

Participa y dicta clases en el curso anual de
Infectologia del Adulto del HUC, desde 2010 hasta
la actualidad, con los temas de manejo de mues-
tras biologicas, diagnoéstico coproparasitologico, el
paciente con eosinofilia y malaria. En el curso anual
de Infectologia del Adulto del Hospital Militar de
Caracas, fue la encargada de efectuar las actividades
correspondientes al diagnostico coproparasitolégico,
en la Seccién de Geohelmintiasis, entre los afios
2005-2014. Ademas, fue docente en el curso bianual
del Postgrado Nacional de Parasitologia 1999-2005
en donde le correspondieron los temas de Helmintos,
Hidatidosis, Esquistosomosis, busqueda de infor-
macion en internet y en libreria publicas.

Durante su jefatura en el Departamento por el
periodo de 2008 al 2010, la Dra. Chacoén, diligente
y organizada, cre6 el logo del DMPMT, el cual fue
aprobado por las autoridades decanales. Se le atribuye
ser el artifice del enlace e intercambio de estudiantes
para realizar pasantias en el area de Medicina Tropi-
cal en el hospital catélico de Wiirzburg, dirigido por
el Dr. August Stich, en la ciudad de Wirzburg en
Alemania. Fue representante profesoral y Secretaria
del Consejo de Escuela de medicina “Luis Razetti”
desde mayo 2015 hasta julio 2016. Jefe de la Seccién
de Geohelminatiasis de IMT desde 2005. Posee varias
publicaciones en capitulos de libros y manuscritos.
Pertenece a la ASOVAC y Sociedad Venezolana de
Infectologia.

Ha sido condecorada con la Orden José Maria
Vargas en Tercera Clase y ganadora de los premios
“ORINOQUIA” 1999-2000 por Investigacion aplicada
y es PPI y PEI 1. Entre sus lineas de Investigacion se
encuentran las parasitosis intestinales (Blastocystosis
y Coccidias intestinales), Leishmaniasis tegumentaria
y docencia en Medicina Tropical.

En diciembre de 2010, es nombrada la doctora
Zobeida Lina Uzcategui Rivas de Lopez después
de optar al concurso de la jefatura del Departamen-
to. Guanarefia de nacimiento, pero de residencia y
formacién valenciana desde los 6 meses de edad. Se
forma como médico en la Universidad de Carabobo,

Dra. Zobeida Uzcategui de Lépez

alumna de los doctores Alejandro Divo y José Witre-
mundo Torrealba en las catedras de Microbiologia
y Parasitologia respectivamente; quizas desde alli
comenz6 su inclinacion en esta area. Realiza el
postgrado de Microbiologia Médica en la UCV, en el
Instituto de Biomedicina, siendo el coordinador del
postgrado el Dr. Rafael Darricarrere y director el Dr.
Jacinto Convit. Egresa en 1985 con mencién: Summa
Cum Laude. Inmediatamente, ingresa a la Universidad
de Duke en Carolina del Norte, EUA, donde realiza
pasantias en el Laboratorio de Microbiologia y en el
Servicio de Enfermedades Infecciosas hasta 1988. En
1990, se incorpora como Profesor Contratado en la
Catedra de Microbiologia de la Escuela de Medicina
"Luis Razetti" de la Facultad de Medicina de la UCV.
En 1995, gana el Concurso de Oposicion para el cargo
de Instructor a medio tiempo. Obtiene la beca para
realizar el Curso Internacional sobre Enfermedades
Tropicales en Universidad Federal de Pernambuco
en Recife, Brasil, en 1998. Crece su pasion por la
docencia y tiene la oportunidad de asistir al curso
intensivo "Roles of the Teacher" dictado en el Centro
de Educacion Médica, en la Universidad de Dundee en
Escocia, Reino Unido, en septiembre de 2001.

Entre sus actividades administrativas caben
destacar: Coordinadora docente de la escuela de
medicina “Luis Razetti”, jefa encargada de la Catedra
de Medicina Tropical en dos ocasiones 2014-2015
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y 2016-2017, jefa encargada de la Catedra de Para-
sitologia 2016, coincidiendo las dos jefaturas de
catedras con la del Departamento. En cuanto a sus
actividades en la jefatura del DMPMT, su gestion
ha abarcado cuatro periodos, desde 2010 hasta el
proximo 2018; durante su primera gestion (2010-
2012) continud con el proyecto de preparacion de
estudiantes de pregrado para que realizaran pasantias
en Alemania, en el area de Medicina Tropical en el
hospital catolico de Wiirzburg.

Con tiempos dificiles tanto para la UCV como para
el pais, se preocupa por el deterioro progresivo de las
instalaciones y escasez de recursos del departamento,
discute con estudiantes y profesores las posibilidades
de mejorar las condiciones de trabajo con el esfuerzo
de todos ellos. Para lograr esto, impulsa jornadas de
limpieza, pintura y reparacion de paredes, mesones y
bancos de los laboratorios 105 y 108 de la Catedra de
Microbiologia, con la colaboraciéon de los estudiantes
cursantes de las asignaturas del departamento. Con
el fin de recaudar fondos para el funcionamiento
operativo del DMPMT, realiza simposios de actual-
izacion, mesas redondas y actividades musicales con
la organizaciéon y participacion de los estudiantes. El
ingreso recolectado sirvio para las compras de equipos
e insumos necesarios para la docencia.

Ha pertenecido a varias sociedades médicas
cientificas, tales como la Sociedad Venezolana de
Microbiologia, donde llegdb a ocupar su presiden-
cia durante dos periodos, desde 2000 al 2004; fue
Tesorera de la Asociacion Latinoamericana de Micro-
biologia (ALAM), miembro de la Sociedad Americana
de Microbiologia (ASM), miembro de la junta direc-
tiva de la Red de Sociedades Cientificas Médicas
Venezolanas (RSCMV) y miembro de la Asociaciéon
De la
misma manera, ha pertenecido a varias comisiones:

Médica para la Educacién Europea (AMEE).

Comision de Curriculo, por mas de 20 afios, Comision
de Equivalencias, Traslados y Revalidas y Comision de
Jubilados y Pensionados. Ademas, es miembro funda-
dor del Centro de Investigacion de Educacion Médica
(CIDEM), desde el ario 2000.

Ha sido galardonada con los premios de "Profe-

sor Meritorio Nivel III" (1998), "Investigador Activo"
(1999-2000, PEI]). Recibié el Premio a la Excelencia
2015 otorgado por la RSCMV y fue honrada con el
privilegio de ser la “madrina” de la Promocién de
Médicos 2012, distincion compartida con la Dra.
Raiza Ruiz.

Zobeida Uzcategui es una profesional responsa-
ble, dedicada, con gran sentido de pertenencia a la
Universidad y comprometida con la actividad de
la ensenanza médica. Su investigacién ha estado
centrada en el area de bacteriologia (enterobacterias y
micobacterias) y en educacion médica, su gran pasion.

Jefes y periodos del Dmpmt
Dr. Felix Pifano (1958-1968).
Dr. Leopoldo Bricefio Iragorry (1968-1977).
Dr. Jesus Romero Morell (1977-1981).
Dr. Teudis Cardozo Soto (1981-1988)
Dr. Alejandro Mondolfi (1988-1993).
Dra. Belkisyole Alarcén de Noya (1993-1999)
Dra. Olinda Delgado (2000-2001).
Dra. Tibaire Montes (2001-2004).
Dra. Salha Abdul Hadi (2004-2008).
Dra. Nathalie Chacén (2008-2010).
Dra. Zobeida Uzcategui (2010-2018).
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El problema de la tuberculosis
multiresistente (tb-mdr)

y extremadamente resistente (th-xdr)

a farmacos:

implicaciones epidemioldgicas y técnicas
rapidas para el diagndstico

Ana Antonietta Guspini*, RESUMEN
Irani pérez*' La tuberculosis (TB) es una grave enfermedad infecciosa causada por Myco-
_— " bacterium tuberculosis. Las cepas de M. tuberculosis se han hecho cada vez mas
Glorglna Mendoza ’ resistentes a drogas, especialmente a los dos medicamentos antituberculosos
Andreina Duarte* de primera linea, isoniazida y rifampicina. En el 2015, fueron reportados unos
Y Susana Gonzalez Rico* 480.000 casos de TB multirresistente (TB-MDR) a nivel mundial, pasando a
requerir tratamiento especial, el cual es mas costoso y presenta mayores efectos
secundarios. La situacion se agrava por el incremento en el numero de casos
de TB extremadamente resistentes (TB-XDR), causada por bacilos resistentes
a todos los medicamentos antituberculosos. El diagnéstico rapido y la identi-
ficacion de las cepas TB-MDR y TB-XDR, permite la aplicacién oportuna del
tratamiento, por lo que es esencial para el éxito de las estrategias de control de
la TB a nivel mundial. Es indispensable el desarrollo de herramientas de mayor
sensibilidad y rapidez para la deteccion de M. tuberculosis y su resistencia a las
drogas. En particular las pruebas de amplificacion de los acidos nucleicos pre-
sentan una buena especificidad, simplicidad técnica y rapidez en la obtencion
de resultados, por lo que han sido certificadas por la OMS. Estas son las pruebas
de Xpert MTB/RIF y Genotype MTBDR/plus. Sin embargo su alto costo limita
su implementaciéon en ciertos ambientes, por lo que nuevas tecnologias estan
siendo evaluadas. El objetivo de éste trabajo es realizar una revision bibliografica
de la problematica de la TB-MDR y TB-XDR, y comparar las ventajas y desventa-
jas de las técnicas rapidas para su diagnostico.

Palabras clave: Tuberculosis; Mycobacterium tuberculosis; TB; Resistencia;
Diagnostico; TB-MDR/TB-XDR; Xpert MTB/RIF; Genotype MTBDRplus; MODS.

*Seccion de Bacteriologia,

Instituto de Medicina Tropical, Facultad de
Medicina, UCV.
susana_gonzalez_rico@hotmail.com

THE PROBLEM OF MULTIDRUG-RESISTANT (TB-MDR) AND EXTENSIVELY
DRUG-RESISTANT TUBERCULOSIS (TB-XDR): EPIDEMIOLOGICAL
IMPLICATIONS AND RAPID TECHNIQUES FOR DIAGNOSIS

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a serious infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis. The strains of M. tuberculosis have become increasingly resistant
to drugs, especially the two first-line anti-tuberculosis drugs, isoniazid and
rifampicin. In 2015, some 480,000 cases of multidrug-resistant TB (MDR-TB)
were reported worldwide, requiring special treatment which is more expen-
sive and has more side effects. The situation is aggravated by the increase in
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the number of extremely resistant TB cases (XDR-TB),
caused by bacilli resistant to all antituberculosis drugs.
Rapid diagnosis and identification of TB-MDR and TB-XDR
strains allows the timely implementation of treatment,
making it essential for the success of TB control strate-
gies worldwide. It is essential to develop tools of greater
sensitivity and speed for the detection of M. tuberculo-
sis and its resistance to drugs. In particular, nucleic acid
amplification tests have good specificity, technical sim-
plicity and rapid results, and have therefore been certified
by the WHO. These are the Xpert MTB/RIF and Genotype
MTBDR /plus test. However, its high cost limits its imple-
mentation in certain environments, so new technologies
are being evaluated. The aim of this work is to carry out a
literature review of the problem of MDR-TB and XDR-TB,
and to compare the advantages and disadvantages of the
rapid techniques for its diagnosis.

Keywords: Tuberculosis; Mycobacterium tuberculosis;
TB; Resistance; Diagnosis; TB-MDR/TB-XDR; Xpert MTB/
RIF; Genotype MTBDRplus; MODS.

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad pulmonar
causada por la infeccién con el bacilo Mycobacterium
tuberculosis (MTB) y representa un grave problema
de salud publica a nivel mundial. Cada afio se produ-
cen 1,5 millones de muertes relacionadas con esta
enfermedad, considerada una de las 10 principales
causas de mortalidad en el mundo. Se estima que una
tercera parte de la poblacion mundial esta infectada
por MTB en estado latente, que atin no han enfermado
ni pueden transmitir la infeccion, pero que podrian
convertirse en pacientes con TB activa (Rondon, L.,
2010). E1 MTB también puede infectar otros 6rganos
causando la llamada TB extrapulmonar. La TB
extrapulmonar supone el 10-20% del total de TB que
padecen los enfermos inmunocompetentes, aunque
ésta frecuencia de presentacion se incrementa nota-
blemente en las personas portadoras de algin grado
de inmunodeficiencia, llegando a representar un 60%
de los casos en pacientes con sindrome de inmunode-
ficiencia adquirida (SIDA) (Fanlo y col., 2007).

La TB asociada a la infeccion por el virus de inmu-
nodeficiencia humana (VIH) y la TB multirresistente
TB-MDR representan una importante amenaza para
el desarrollo y la seguridad sanitaria mundial. Las
personas con VIH tienen entre 20 y 30 veces mas
probabilidades de desarrollar TB activa que las VIH-

negativas. La combinacion de la infeccion por el VIH
con la TB es letal ya que una acelera la evolucion de la
otra. En el afio 2015, fallecieron unos 0,4 millones de
personas por TB asociada al VIH. En el caso de Lati-
noamérica, en 2014 en Perq, las autoridades sanitarias
notificaron un total de 30.008 casos de TB. De estos,
91% corresponden a casos nuevos y 9% representan
recaidas (Fanlo y col., 2007).

Debido a los esfuerzos de los programas de control
de la TB a nivel mundial, la incidencia de la TB ha
disminuido en un 1,5% anual desde 2000. Se estima
que entre 2000 y 2015 las mejoras de los servicios de
diagnoéstico y tratamiento, permitieron salvar la vida
de 49 millones de personas. Sin embargo, el surgimien-
to de cepas resistentes al tratamiento representa una
constante amenaza a los programas de control de
la TB. En el 2015, fueron reportados unos 480.000
casos de TB-MDR a nivel mundial. Estas graves infec-
ciones son causadas por cepas que no responden
al tratamiento con isoniazida y rifampicina, los dos
medicamentos antituberculosos de primera linea.x
Los expertos calculan que alrededor de 100.000 casos
desarrollaron resistencia a la rifampicina en el 2015,
pasando a requerir de tratamiento contra la forma
multirresistente de la enfermedad, el cual es mas
costoso y presenta mayores efectos secundarios. La
situacioén se agrava con el incremento en el nimero
de casos de TB extremadamente resistentes (TB-XDR),
causada por bacilos resistentes a todos los medica-
mentos antituberculosos en uso actualmente, y cuyos
pacientes carecen de opciones de tratamiento. En el
2015, cerca del 9,5% de los casos clasificados como
TB-MDR presentaban tuberculosis TB-XDR.

El diagnéstico de la TB-MDR y la TB-XDR asi como
el de la TB asociada al VIH, puede ser complejo y
costoso, particularmente en los nifios. Los métodos
de diagnéstico tradicional como la observacion
microscopica, también llamada baciloscopia (BK), y
el uso de medios de cultivo para el aislamiento y la
caracterizacion bioquimica de infecciones por MTB,
requieren de largos periodos de tiempo y suelen tener
baja sensibilidad y reproducibilidad. En el caso de la
BK, se sabe que esta técnica solo detecta la mitad de
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los casos de TB, y ademas es incapaz de determinar
si hay farmacorresistencia. Esto contribuye al retraso
o ineficiencia en la activacion de programas epide-
miolégicos para bloquear la cadena de transmision
de MTB. Por ello se requiere la implementacion de
técnicas mas rapidas y sensibles para la deteccion e
identificacién de MTB en muestras clinicas y la detec-
cion de cepas patogenas capaces de causar TB-MDR y
TB-XDR.

En base a esta problematica, se establece como
objetivo realizar una revision bibliografica referente a
la resistencia del MTB, la importancia epidemiologica
y las dificultades en el diagnoéstico, evaluando las
alternativas rapidas de diagnéstico desarrolladas
por laboratorios de referencia y reportadas por los
organismos de salud competentes como la Organi-
zacion Mundial de la Salud.

EL GENERO MYCOBACTERIUM:
CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS,
PROCESOS DE INFECCION Y TRATAMIENTO
FARMACOLOGICO

La TB es una infeccion causada por organismos del
complejo tuberculosis dentro del cual se encuentran
el Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium afri-
canum 'y Mycobacterium bovis, de crecimiento lento
que se caracterizan por poseer una pared celular mas
gruesa que la de muchas otras bacterias, hidrofobi-
ca, cerosa y rica en acidos micolicos/micolatos. Las
micobacterias son clasificadas taxonémicamente
dentro del orden Actinomycetales, pertenecientes
a la familia Mycobacteriaceae y al género Mycobac-
terium. Las especies del género Mycobacterium
son bacilos aerébicos, inmoéviles, no esporulados,
rectos o ligeramente curvos, cuyo genoma posee un
alto contenido de guanina y citosina. Su principal
caracteristica es su compleja pared celular, consti-
tuida por acidos grasos y acidos micélicos unidos
entre si por enlaces covalentes (Araujo y col., 2008),
que conforman una estructura rigida, resistente,
hidrofébica e impermeable a los agentes antimicro-
bianos. que explica su caracteristica resistencia a la
decoloraciéon por alcohol acido al 3% en la tincion

Ziehl-Neelsen o BK, por lo que se les conoce como
Bacilos Acido Alcohol Resistentes o BAR (Rondén,
L., 2010). Ademas, esta pared celular contribuye a su
resistencia a dafios oxidativos producto de la accion
de células fagociticas.

El sistema de clasificaciéon usado en micobacte-
rias es la clasificacion de Runyon, la cual agrupa a
las especies en funcion a la velocidad de crecimiento
y presencia de pigmentacion. Las especies patogenas
del género Mycobacterium, M. leprae y M. tuberculosis
exhiben un crecimiento lento con un tiempo genera-
cional de 18-26 horas y forman colonias visibles
en medio de cultivo sélido luego de 15-28 dias de
incubacion (Salazar, 2010; Cortes, 2009). Dentro del
género Mycobacterium se incluyen mas de cien espe-
cies entre las que destaca el complejo tuberculosis,
el complejo Mycobacterium avium, la lepra y otras
especies denominadas “no tuberculosas”. El complejo
tuberculosis incluye las especies MTB, M. bovis
(incluido el bacilo de Calmette-Guerin o BCG) M. afri-
canum y M. microti. Las micobacterias pertenecientes
al complejo tuberculosis son los agentes etiologi-
cos de la TB pulmonar, una enfermedad infecciosa
cronica que afecta principalmente al sistema respira-
torio. Pero estas especies también pueden afectar a
otras partes del organismo, como los nédulos linfati-
cos, huesos, articulaciones y riflones, en cuyo caso se
clasifica clinicamente como TB extrapulmonar.

La TB pulmonar se transmite por via aérea a través
de las pequefnas gotas que expulsan los pacientes
infectados al expectorar. Se estima que la dosis infec-
tiva se halla entre 5 y 200 bacilos. Algunos bacilos
quedan retenidos en las vias respiratorias superiores
y son barridos por las microvellosidades (cilios) de las
células de la mucosa, mientras que otros invaden los
alvéolos pulmonares donde son fagocitados por los
macrofagos. Alli se multiplican y originan un proceso
inflamatorio. Parte de los macréfagos pueden alcan-
zar las vias linfaticas y diseminar por via hematogena,
hacia el resto del organismo (WHO, 2008).

Una vez que se produce la infeccion del
macrofago y dependiendo de las condiciones inmu-
noloégicas del paciente, se pueden presentar las
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siguientes situaciones:

e El sistema inmunolégico logra combatir exitosa-
mente la infeccion, eliminando el bacilo.

e Ll sistema inmunoloégico falla y se desarrolla una
TB activa en pocas semanas.

e E| sistema inmune logra contener pero no elimi-
nar la infeccion, por lo que se establece una infec-
cion asintomatica o infeccion latente, que puede
mantenerse en el tiempo o que puede reactivarse en
condiciones inmunolodgicas deficientes.

La TB es un proceso infeccioso dinamico desde la
fase infectiva hasta el desarrollo de la enfermedad, los
pacientes son caracterizados por simplicidad segun
si presentan la infecciéon latente por TB (LTBI) o TB
activa. Los pacientes pueden revertir o avanzar en
su condicion clinica dependiendo de los cambios en
la inmunidad del hospedador y la comorbilidad. La
exposicion a MTB puede desencadenar una respues-
ta del sistema inmunologico innato o adaptativo
(linfocitos T) eliminando el patégeno. En aquellos
casos en los cuales el patdgeno no es eliminado por
el sistema inmune, el mismo puede ser “contenido”,
lo cual significa que el bacilo puede sobrevivir en
una fase de latencia (LTBI) que puede extenderse por
muchos afios. Ademas pueden aparecer pacientes con
TB subclinica, que no manifiestan sintomas pero las
muestras aisladas y cultivadas resultan positivas (a
pesar que suelen ser reportados como cultivo negativo
por su baja carga bacilar). Los pacientes con TB activa
manifiestan la sintomatologia caracteristica y pueden
contagiar a otras personas, siendo mas sencillo su
diagnoéstico (Pai y col, 2016).

Eltratamiento farmacolégico varia dependiendo de
la localizaciéon y actividad de la infecciéon. Los bacilos
presentes en las cavidades pulmonares se multiplican
de forma activa en un ambiente aerdbico y los bacilos
presentes en el interior de los macréfagos se multi-
plican en un ambiente microaerofilico que induce
al estado de latencia. En los tejidos, la penetracion
de los farmacos es facil y el efecto de los antimicro-
bianos sobre poblaciones con crecimiento activo es
relativamente rapido. Pero en el caso de los bacilos
que se encuentran en cavidades pulmonares, pus o

material caseoso o en el interior de los macréfagos, la
actividad de los farmacos se ve reducida por la dificil
penetracion o el bajo pH del microambiente. Si ademas
tomamos en consideracion la resistencia natural de
las micobacterias debido a la impermeabilidad de su
pared celular y su lenta tasa de replicacion, el régimen
de tratamiento de la TB suele ser largo y se realiza con
antibioticos especificos de actividad antituberculosa
(Rondén, L., 2010). La tabla 1 describe los tipos de
farmacos antituberculosis (Ticona y col., 2008).

Tabla 1
Clasificacion de drogas antituberculosis propuesta
por la OMS.
Grupo Droga
Grupo | Isoniacida, Rifampicina, Pi-
Agentes de primera linea razinamida, Etambutol.
orales
Grupo Il Estreptomicina, Kanamicina,

Agentes inyectables

Amikacina, Capreomicina.

Grupo I
Fluroquinolonas

Moxifloxacino, Gatifloxacino,
Levofloxacino.

Grupo IV
Agentes de segunda linea
orales y bacteriostaticos

Protionamida, Etionamida,
Cicloserina, Acido-p-amino-
salicilico.

GrupoV
Agentes con un rol no claro
en el tratamiento de TB MDR

Clofamicina, Linezolid,
Claritromicina, Tiazetazona,
Amoxicilina-Clavulanico.

(no recomendado por la
OMS para uso rutinario en
pacientes con TB resistente)

El tratamiento de la TB inicial se lleva a cabo
mediante protocolos terapéuticos controlados y se
considera efectivo cuando cura a mas del 95% de los
pacientes y ocasiona menos del 5% de intolerancias
graves que obliguen a la modificacion del tratamien-
to. El mejor esquema terapéutico es aquel prescrito
para 6 meses de duracion: 2 meses con rifampicina,
isoniacida, pirazinamida y etambutol, seguidos de
4 meses con rifampicina e isoniacida. En el caso de
que el aislado resulte sensible a estos farmacos se
podra retirar el etambutol. Los nifios suelen tener una
buena tolerancia a los farmacos y el tratamiento debe
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ser igual al aplicado en adultos ajustando la dosis al
peso (Rondén, L., 2010).

LA RESISTENCIA DE MTB A FARMACOS:
TIPOS DE RESISTENCIA Y TRATAMIENTOS
ANTITURBECULOSO ALTERNATIVOS

Si bien los antibi6ticos llevan décadas aplican-
dose con éxito como terapia anti TB, conforme han
avanzado los estudios epidemiologicos, y dado el
nuamero creciente de casos de resistencia a farmacos,
los investigadores intentan buscar tratamientos mas
efectivos para combatir la TB.

En anos recientes se han definido los siguientes
conceptos para clasificar la resistencia de una cepa
determinada:

Se define la TB multidrogoresistente (TB-MDR)
como aquella infeccién que es resistente a los dos
farmacos de primera linea utilizados de tratamiento de
TB pulmonar (isoniazida y rifampicina). Mientras que
la TB altamente resistente a los farmacos (TB-XDR)
es definida por la OMS como una MDR-TB con una
resistencia adicional a cualquier fluoroquinolona y
a al menos uno de los tres farmacos inyectables de
segunda linea usados en el tratamiento (capreomicina,
kanamicina o amikacina).

Desde el punto de vista epidemiologico, en todos
los paises estudiados se ha comprobado la existen-
cia de cepas del bacilo que presentan resistencia al
menos un medicamento antituberculoso. La farma-
corresistencia surge debido a una mala utilizacion
de los medicamentos antituberculosos, ya sea a
través de su prescripcion incorrecta o por la mala
calidad de los mismos o, mas frecuentemente por
la interrupcion prematura del tratamiento. Si bien
en algin momento se pens6d que las mutaciones
involucradas en la resistencia podian disminuir la
patogenicidad de las bacterias, dicha hipotesis fue
refutada por la ocurrencia de transmision primaria de
TB-MDR durante los afios noventa como la epidemia
intrahospitalaria en New York (Frieden y col., 1993) y
por el reporte de la trasmision y letalidad de cepas de
TB-XDR en poblaciones inmunocomprometidas por

el VIH en Sudafrica (Gandhi y col., 2006).

Los mecanismos de resistencia a antimicrobianos
en MTB tienen su origen en mutaciones cromosomi-
cas aleatorias (Tabla 2) y pueden ser de varios tipos
(Ticona y col., 2008):

La resistencia primaria o natural que se puede
presentar en cepas aisladas de pacientes que nunca
han recibido tratamiento antituberculoso (cepas
silvestres que no han estado en contacto con
farmacos).

La resistencia secundaria o resistencia adquirida,
resultante de la supervivencia de cepas mutantes
resistentes, luego de una quimioterapia incorrecta,
bien sea por la aplicacion de un esquema terapéutico
inicial errébneo o por incumplimiento del tratamiento
(Seung y col., 2004 citado por Rondon, L., 2010).

La resistencia transmitida/amplificada o la trans-
mision de cepas resistentes a personas susceptibles
produciendo nuevos casos de TB resistente. La trans-
mision de cepas resistentes depende del grado de
patogenicidad del bacilo, si bien puede reducir su
potencial reproductivo puede también inducir a
mutaciones que restablezcan su capacidad de viru-
lencia (Gillespie, S. H., 2002).

Tabla 2

Mutaciones responsables de la resistencia a drogas
antituberculosas (Tricona y col., 2008).

Farmaco Gen Mecanismo Frecuencia

Codifica para la
enzima catalasa-
peroxidasa, encargada
de transformar la iso-
niacida en el principio
activo, inhibiendo la
sintesis del acido
micolico

katG 50-68%

Isoniacida

Codifica la sintesis de
la proteina enoil ACP
reductasa, implicada
en la produccién de
acidos grasos de la

inhA 21-34%

micobacteria
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Codifica para la
subunidad B3 de la RNA
polimerasa, a la cual
se une la rifampicina,
interfiriendo en la sin-
tesis del acido nucleico
en el proceso de repli-
cacion bacteriana

rpoB 96-98%

Rifampicina

Codifica para la enzi-
ma pirazinaminidasa,
la cual transforma la
pirazinamida en acido
piracinoico, resultando
un pH acido que
parece ser el causante
del efecto contra M.
Tuberculosis

pncA 72-97%

Pirazinamida

Codifica para la
unidad ribosomal
S12,al cual se une la
estreptomicina para
inhibir la sintesis
proteica

Codifica para el ARNr
16S, al cual se une la
estreptomicina para
inhibir la sintesis
proteica

rpsL 64-67%

Estreptomicina

rrS 8-21%

Codifica la sintesis de
la enzima arabinosil-
transferasa, relacio-
nada con la sintesis de
polimeros de arabi-
nosay galactosa de la
pared celular, lo cual
incrementa la permea-
bilidad y la entrada en
mayor cantidad de los
otros medicamentos

embB 47-65%

Etambutol

El tratamiento alternativo de los casos de TB-MDR
puede prolongarse hasta dos afos, suponiendo una
carga adicional para los pacientes y los sistemas sani-
tarios. Aquellos casos diagnosticados como TB-MDR
deben ser tratados con atenciéon de alta calidad, segain
lo establecen las Normas Internacionales de Atenciéon
de la Tuberculosis (WHO, 2008). En el afio 2011 se
publicé una actualizacion de la Guia para el manejo
de la TB-MDR, cuya primera edicion se efectu6 el afio
2006. La nueva guia se basa en el trabajo de exper-
tos de la 62a Asamblea Mundial de la Salud (WHA)
del afio 2009. En el tratamiento de los pacientes

con TB-MDR debe usarse una fluoroquinolona de
ultima generacion. Asi mismo, se recomienda el uso
de la etionamida (o protionamida), y de cuatro drogas
antituberculosas de segunda linea para aumentar
la eficacia de los esquemas (incluyendo un agente
inyectable), asi como la pirazinamida que deberia ser
incluida en la fase intensiva.

Algunos estudios recientes, han generado expecta-
tivas en cuanto a nuevos tratamientos paralos casos de
TB-XDR, que sean mas simples y seguros y que permi-
tan controlar la enfermedad. Una de estas alternativas
denominada Nix-TB incluye tres antibioticos que no
se han combinado antes para tratar la TB: bedaqui-
line, pretomanida y linezolida. La pretomanida esta
disefiada para la TB pero atin en fase experimental, la
linezolida se usa principalmente para infecciones de
la piel y la neumonia. Dicho tratamiento fue ensayado
en 34 pacientes con TB-XDR de Sudafrica. Luego de 6
meses no se logro aislar el bacilo a partir de las mues-
tras cultivadas de esputo, segin informé Francesca
Conradie durante la Conferencia sobre Retrovirus e
Infecciones Oportunistas en Washington en 2017.
Las autoridades reguladoras siguen discutiendo para
evaluar la aprobacion del tratamiento Nix-TB.

EL DIAGNOSTICO DE LA TB RESISTENTE A
FARMACOS

La aparicion y diseminacién de cepas resistentes
de MTB representa un riesgo potencial para el control
mundial de la TB. La aplicacion temprana de un
tratamiento eficaz para la TB-MDR y TB-XDR so6lo es
posible cuando la deteccion de la resistencia se realiza
rapidamente. Los métodos bacteriolégicos tradi-
cionales se basan en el aislamiento e identificacion
de cepas de MTB en medios de cultivo y en casos
de riesgo de TB-MDR, las pruebas de sensibilidad a
farmacos tales como el método de las proporciones.
Este método es considerado el “gold standard” ya
que permite detectar una baja carga micobacteriana.
Sin embargo, debido al lento crecimiento del bacilo,
éstas técnicas requieren una gran cantidad de tiempo
para realizar los procedimientos secuenciales estable-
cidos y obtener los resultados. Durante ese tiempo,
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el tratamiento aplicado al paciente podria resultar
inapropiado, contribuyendo a que aquellas cepas
resistentes puedan proliferar, induciendo asi la ampli-
ficacion de la resitencia (WHO, 2016).

El diagnéstico de la TB-MDR y TB-XDR asi como el
de la TB asociada al VIH, puede ser complejo y costoso.
Por eso desde el inicio de los afios 90 los expertos
han disefiado nuevas técnicas para el diagnoéstico de
resistencia a farmacos antituberculosos avalados por
WHO, que proporcionan resultados rapidos compara-
dos con los métodos antes mencionados. Dichas
técnicas incluyen los medios de cultivo liquidos,
sistemas automatizados (BACTEC 460, MGIT 960 y
VersaTREK), la prueba de susceptibilidad a drogas por
observacion microscopica (MODS, del inglés, Mycro-
scopic Observation Drug Susceptibility) desarrollada
en Perd, métodos basados en la amplificacion de de
los acidos nucleicos (NAATS, del inglés, Nucleic Acid
Amplifications Tests), hibridizacién de ADN y detec-
ci6én de mutaciones (Teran y col.,2015)

Los métodos moleculares basados en la amplifi-
cacion del acidos nucleicos mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) resultan mas rapidos
(24-48 h comparados con el tiempo de deteccion por
métodos convencionales de 1 a 2 meses), y especi-
ficos para el diagnoéstico de TB-MDR y han sido
recomendados desde el afilo 2008 por la OMS. Estos
ensayos consisten en la amplificacion de secuencias
génicas especificas que incluyen mutaciones asocia-
das a resistencia, a partir de muestras positivas o
cultivos de MTB seguidas de una prueba de hibridi-
zacion para detectar si la secuencia amplificada
contiene la mutacién relacionada con la resistencia.
La técnica consiste en el marcaje de los amplicones
o productos de la PCR e hibridizacién con sondas de
oligonucledtidos inmovilizados en tiras de nitrocelu-
losa. La mutacion es detectada por ausencia de uniéon
entre el amplicon y la sonda (baja complementariedad
de pares de nucleétidos) (Teran y col., 2015). Entre
las pruebas moleculares automatizadas incluyen el
ensayo Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA,
United States) y el ensayo de sondas de linea (LPAs,

INNO- LiPA1-RifTB assay, Innogenetics Ghent,

Belgium) como es el caso de Genotype MTBDRplus
(Hain Lifescience, Nehren, Germany), WHO, 2016.

El uso de la prueba rapida Xpert MTB/RIF® se ha
extendido considerablemente desde 2010, cuando la
OMS recomendo6 su empleo por primera vez. La prueba
detecta de forma simultanea la TB y la resistencia a
la rifampicina, que constituye el farmaco mas impor-
tante contra esta enfermedad. Este método permite
obtener un diagnéstico en el termino de dos horas y
esta recomendado por la OMS como prueba de diag-
nostico inicial en todas las personas con signos y
sintomas de la TB. Mas de 100 paises han empezado
a utilizarlo y se han adquirido a nivel mundial un total
de 6,2 millones de cartuchos en el 2015.

Varios hallazgos evidencian la efectividad de la
prueba Xpert MTB/RIF. Vallejo y col., 2015, usaron
la técnica molecular para detectar MTB en muestras
respiratorias y liquido cefalorraquideo. De los 17
enfermos, cuyas muestras resultaron negativas por
BK, pero positivas por cultivo, 15 fueron detectados
por Xpert MTB/RIF. De los 351 pacientes con cultivos
negativos de las muestras respiratorias, 17 resultaron
positivas por Xpert MTB/RIF. Las muestras no respira-
torias de 10 pacientes con cultivos positivos, fueron
detectadas todas por Xpert MTB/RIF mostrando una
alta sensibilidad.

La técnica Xpert MTB/RIF también ha sido usada
para para determinar TB en muestras pulmonares de
pacientes co-infectados con VIH. En tal sentido, Bansal
y col., 2016 analizaron 604 muestras de pacientes VIH
positivo, de los cuales 85 fueron identificadas como
positivas con Xpert MTB/RIF, resultando sensibles
para rifampicina y 6 muestras fueron identificadas
como resistentes a rifampicina. Los resultados fueron
obtenidos en menos de 2 horas. Los autores resaltan la
importancia de estas técnicas rapidas para el diagnoés-
tico temprano en pacientes infectados con bacilos TB
drogo-resistentes, disminuyendo asi la diseminacién
de la enfermedad.

La técnica también ha mostrado utilidad en el
diagnostico de muestras de TB extrapulmonar. Rufai
y col., 2017 evaluaron la efectividad de Xpert MTB/
RIF para detectar TB en muestras de fluidos ascitico
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en pacientes con TB abdominal. Del total de 67 mues-
tras, 17 con cultivos positivos fueron detectados
positivos por Xpert MTB/RIF y resultaron sensibles
para rifampicina. En los nifios es particularmente
dificil diagnosticar esta enfermedad y la prueba Xpert
MTB/RIF es por ahora el Gnico método generalmente
disponible para el diagnéstico de la TB pediatrica.
Otra prueba molecular de interés es la prueba
(Hain Lifescience,
detecta MTB y sus
resistencia a rifampicina e isoniacida a partir de

rapida Genotype MTBDRplus
Nehren, Germany), la cual

muestras de esputo de pacientes con BK positiva,
obteniendo resultados en 3 a 5 dias. El uso de esta
técnica fue aprobada por la OMS para el diagnostico
de TB-MDR, validada e implementada en Pert por el
Laboratorio de Referencia Nacional de Micobacterias
(LRNM) en el anno 2010. Ademas fue incluida en la
Norma Técnica Nacional de TB en Pert en el afio 2013
como un procedimiento de tamizaje para la detec-
cion de TB-MDR, permitiendo cubrir cada vez mas la
demanda del diagnéstico de TB-MDR del 5 al 60% en
2011 y 2015; respectivamente (Guerra, Z.M., 2016).
El trabajo realizado por Ascensios y col., 2012
evidencia la efectividad de la técnica Genotype
MTBDRplus. En este estudio se evaluaron 95 cultivos
y 100 muestras de esputos con perfiles de resistencia
previamente determinados por el método de propor-
ciones agar en placa (APP). La prueba molecular a partir
de cultivos mostr6é una sensibilidad de 100%; 97,5%
y 96,9% para RIF, INH y multidrogorresistente (MDR)
respectivamente; mientras que para esputo la sensi-
bilidad fue de 95,7%; 96,8% y 95,2% para RIF, INH y
MDR respectivamente. Los autores concluyeron que
Genotype MTBDRplus es una herramienta ttil para la
deteccion rapida de la resistencia simultanea a INH y
RIF (MDR) en un maximo de 72 h a partir de esputo
o de cultivo. Asi mismo, los autores sefialaron que la
prueba molecular tiene elevada concordancia frente al
método de referencia, ademas de una gran rapidez (48
h desde la llegada de la muestra al laboratorio) para la
deteccion la resistencia a INH, RIF y a ambas drogas
simultaneamente (TB-MDR) a partir de una muestra
de esputo BK positiva. Angulo y col., 2014 evaluaron

la técnica de Genotype MTBDRplus en el diagnostico
de TB y de la resistencia a la rifampicina en mues-
tras extrapulmonares (Liquido cefalorraquideo) con
una sensibilidad del 73,2% y especificidad del 100%.
Trabajos mas recientes fueron llevados a cabo por
Llerena y Medina, 2017 quienes mediante la técnica
Genotype MTBDRplus detectaron varias mutaciones
en el gen rpof de MTB, las cuales confieren resisten-
cia a rifampicina e isoniacida. De los 689 resultados
positivos, el 84,3% fueron bacilos sensibles, 8,4%
bacilos resistentes y 7,2% bacilos multirresistentes.
Sin embargo, una limitacion de los métodos
moleculares es la disponibilidad de laboratorios con
infraestructura adecuada y personal entrenado para
su realizacion. Se necesita una alta inversion para
establecer estas pruebas en un laboratorio aunque
el beneficio que se da a la poblaciéon es valioso. Es
por ellos que en Pert se ha desarrollado una prueba
fenotipica rapida que diagnostica en 7 dias TB en
muestras de esputo y simultaneamente detecta la
susceptibilidad a rifampicina e isoniacida. La técnica
llamada Susceptibilidad a Farmacos mediante Obser-
vacion Microscopica (Microscopic Observation Drug
Susceptibility o MODS) y se emplea para diagnostico a
partir de un cultivo directo de muestras de esputo de
pacientes con TB pulmonar que aun no hayan iniciado
tratamiento antituberculosis, pacientes nunca trata-
dos, recaidas o abandonos recuperados con frotis
positivo o negativo (numero exacto de bacilos acido
alcohol resistente, +, ++ o +++ (Solis y col., 2011). Sus
mayores ventajas son la simplicidad de la tecnica, la
gran sensibilidad del medio y el crecimiento carac-
teristico de MTB, la evaluacion de la susceptibilidad
frente a drogas en un corto tiempo y el bajo costo de
los reactivos. Un ejemplo de su efectividad es eviden-
ciado con el trabajo de Moore y col. (citado por Ticona
y col., 2008), los cuales evaluaron el rendimiento de
la técnica MODS para detectar la susceptibilidad de
MTB a INH y RMP en muestras de esputo en esta-
blecimientos de salud de Lima-Pert. En 334 muestras
de esputo con cultivo positivo, la técnica mostro
una sensibilidad y especificidad para INH de 84,6%
y 99,6 %; respectivamente. Con respecto a la droga
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rifampicina, la sensibilidad y especificidad fue del
100%.

La estrategia Alto a la Tuberculosis de la OMS,
adoptada por la Asamblea Mundial de la Salud en
mayo de 2014 ofrece a los paises un modelo para
poner fin a la epidemia de TB, reduciendo la mortali-
dad y la incidencia de esta enfermedad y eliminando
los costos catastréficos conexos. Este instrumento
incluye una serie de metas de impacto a nivel mundial
que prevén reducir las muertes por TB en un 90% y los
nuevos casos en un 80% entre 2015 y 2030 y evitar
los costos debidos a esta enfermedad. Por tal motivo,
la OMS desemperfia 6 funciones esenciales en la lucha
contra la TB (Ticona y col.,2008).

e Asumir el liderazgo mundial en asuntos de impor-
tancia decisiva con relacion a la TB.

e Elaborar politicas, estrategias y patrones con bases
cientificas para la prevencion, atencion y control de la
enfermedad, y seguir de cerca su aplicacion.

e Prestar apoyo técnico a los Estados Miembros, ser
agente catalizador del cambio y crear una capacidad
sostenible.

e Vigilar la situacién mundial de la TB y cuantificar
los progresos realizados en la atencion, el control y la
financiacion.

e Preparar el programa de investigaciones sobre la
TB y estimular la produccion, la traduccion y la divul-
gacion de conocimientos valiosos.

e Facilitar alianzas contra la TB y participar en las

reuniones.

CONCLUSIONES

El diagnostico rapido y la identificacion de las
cepas TB-MDR y TB-XDR, asi como el tratamiento
oportuno de los pacientes con estas formas de TB son
claves para el control de la enfermedad. Por lo tanto,
el desarrollo e implementacion de nuevas herramien-
tas para la deteccion de MTB y su resistencia a las
drogas, son requisitos indispensables para la lucha
contra la TB a nivel mundial.

Las pruebas de amplificacion de los acidos
nucleicos disponibles y certificadas por la OMS para
el diagnostico de TB y su susceptibilidad a rifampicina

son la prueba de Xpert MTB/RIF y Genotype MTBDR/
plus ambas por su especificidad, simplicidad técnica
y rapidez en la obtenciéon de resultados. Sin embargo,
el diagnostico continta representando un reto para
los sistemas de salud debido a la poca disponibilidad
de recursos para el desarrollo de nuevas técnicas y
capacitacion de personal en paises subdesarrollados.
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RESUMEN

El antimoniato de meglumina (AM) y la inmunoterapia (IMTP), son las
opciones terapéuticas individuales mas utilizadas en los pacientes con leish-
maniasis tegumentaria americana (LTA) en nuestro medio. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la eficacia terapéutica del AM en pacientes con LTA e IMTP
previa y cicatrizacion lenta de sus lesiones. Los pacientes se evaluaron en la
Seccion de Endemias Rurales del Instituto de Medicina Tropical (SER-IMT), entre
el 01 de enero del afio 2002 y el 31 de octubre del 2010. Se conté con la colabo-
racion de la Seccion de Inmunoparasitologia del referido instituto (SIP-IMT). Se
estudiaron 32 pacientes, todos con la forma cutaneo localizada de la enferme-
dad: 25 adultos (78%); sexo femenino: 16 pacientes (50%); provenientes del
estado Miranda: 29 (90%); con tratamiento ambulatorio: 28 (88%); tratamiento
intrahospitalario: 4 (12%). Se suministré apenas una serie de AM a la razon de
3.000 mg/dia a 15 pacientes (47%); dos series a la razéon de 3.000 mg/dia a 15
(47%) y tres series a la razon de 4.500 mg/dia a 2 (6%). Los tratamientos a las
dosis convencionales fueron exitosos. So6lo se identificod un paciente adulto con
recaida (3%) al afio de culminarse el tratamiento que fue resuelto ambulatoria-
mente con dos series adicionales de AM a la razén de 3.000 mg/dia. El AM en
pacientes con IMTP previa tiende a acelerar la cicatrizacion de las lesiones. Se
deben disefiar otros estudios clinicos que confirmen estos hallazgos.

Palabras Clave: Leishmaniasis tegumentaria americana; antimoniato de
meglumina; inmunoterapia.

TREATMENT OF AMERICAN TEGUMENTARY LEISHMANIASIS WITH MEGLU-
MINE IN PATIENTS WITH PREVIOUS IMMUNOTHERAPY

ABSTRACT

Meglumineantimoniate (AM) and immunotherapy (IMTP) are the most
widely used individual treatment options in patients with American tegumen-
tary leishmaniasis (LTA) in our country. The aim of this study was the eval-
uation of the therapeutic efficacy of AM in patients with LTA and previous
IMTP with slow healing of their lesions. The patients were evaluated at Rural
Endemics Section of the Institute of Tropical Medicine (SER-IMT) between
January 1, 2002 and October 31, 2010. It was supported by the Immunopara-
sitology Section (SIP-IMT) of said institute. Thirty-two patients were studied,
all with the localized cutaneous form of the disease: 25 adults (78%); female:
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16 patients (50%); coming from Miranda state: 29 (90%);
outpatient treatment: 28 (88%); intrahospital treatment: 4
(129). Only one serie of AM with 3.000 mg/d was given to
15 patients (47%); two series with 3.000 mg/d to 15 (47%)
and three series with 4.500 mg/d to 2 (6%). Treatments
at conventional doses were successful. Only one adult
patient with relapse (3%) was identified one year after the
treatment, which was resolved on an outpatient basis with
two additional series of AM at a rate of 3,000 mg / day. AM
in patients with prior IMTP tends to accelerate the healing
of lesions. Other clinical studies should be designed to
confirm these findings.

Keywords: American tegumentary
Meglumineantimoniate; immunotherapy.

leishmaniasis;

INTRODUCCION

La leishmaniasis tegumentaria americana (LTA),
enfermedad infecciosa parasitaria de transmision
metaxénica, fue descrita por primera vez en Venezuela
por Juan Manuel Iturbe Bescanza en 1917, destacado
meédico tropicalista, quien describi6 la presencia
de Leishmaniabrasiliensis en el raspado de la tlcera
de un paciente con lesion cronica de la piel (Iturbe
1971). Esta endemia del medio rural venezolano ha
sido ampliamente estudiada y evaluada por Pifano
(Pifano 1949; Pifano 1960; Pifano et al. 1959); Medina
y Romero (Medina et al. 1957); Homez (Homez 1958 );
Albornoz (Albornoz 1968); Villalobos (Villalobos et al.
1987); Navarro y Belfort (Navarro et al. 1996; Belfort
et al 2003); De Lima, Borges y Convit (De Lima et al.
2010); Navarro y col (Navarro et al. 2009%; Navarro et
al. 2009b; Navarro et al 2011?) y Colmenares (Colme-
nares et al. 2014), entre otros investigadores, que han
publicado variados aspectos clinicos, epidemiologi-
cos, diagnosticos y terapéuticos de la enfermedad.

Por mas de 60 anos el tratamiento de eleccion de
esta zoonosis parasitaria ha sido la administraciéon del
antimoniato de meglumina (AM) (Hémez 1958). En el
Instituto de Medicina Tropical (IMT) de la Universidad
Central de Venezuela se recomienda su uso en series
terapéuticas de 10 dias (Belfort et al. 2003; Navarro
et al. 2009b; Navarro et al. 2011a; Colmenares 2014).

Enladécadadelosafios 80 del siglo pasado, Convit,
Rondén, Ulrich y col, publicaron los resultados sobre
la IMTP para la LTA variedad cutanea localizada (LCL),
desarrollada en el Instituto de Biomedicina de la UCV
(IB-UCV) (Colmenares et al. 2014). La IMTP se aplica

por via intradérmica en las regiones deltoideas en tres
dosis cada 6 semanas. La vacuna, de 0,5 ml, contiene
6,4 x 108 promastigotes de Leishmania inactivados
por autoclave, mas bacilos BCG vivos en una dosis de
0,1 mg para pacientes PPD negativos y 0,01 mg para
los PPD negativos. También se ha comunicado, que,
combinada con quimioterapia con AM, es efectiva
para la leishmaniasis cutanea intermedia y la cutanea
difusa (Convit et al. 1987; Convit et al. 1996).

La IMTP es una opciéon terapéutica de esta zoono-
sis parasitaria. Sin embargo, al IMT acuden pacientes
que han recibido IMTP con lesiones ulcerosas, algunas
con varios meses de evolucion, las cuales no cicatri-
zan de manera satisfactoria. A ellos se les efectiia un
diagnostico integral y se les administra el tratamiento
convencional con AM. El propésito del articulo es
describir los resultados y conclusiones obtenidos con
esta experiencia clinica y terapéutica de pacientes
con LTA que fueron evaluados en una dependencia
ubicada en el Instituto de Medicina Tropical (IMT): la
Seccion de Endemias Rurales (SER-IMT), la cual contd
con el valioso apoyo del diagnéstico de laboratorio
efectuado por la Seccion de Inmunoparasitologia,
ubicado también en el mismo instituto (SIP-IMT).

PACIENTES Y METODOS

Todos los pacientes participantes en este estudio
recibieron IMTP en otros centros de salud. La escasa
mejoria clinica -segun su criterio- fue el inico motivo
de consulta que los motivo para acudir a la SER-IMT
entre el 01 de enero del ano 2002 y el 31 de octubre
del 2010. Todos refirieron que fueron “orientados”
por otros afectados por la LTA, sin inmunoterapia
previa, cuyo tratamiento en la SER-IMT fue exitoso.

Los pacientes con LTA fueron evaluados inicial-
mente por el equipo de salud integrado por médicos y
estudiantes en la SER-IMT. Aun cuando ellos fueron
diagnosticados con LTA, muy pocos presentaron los
informes médicos y/o examenes de laboratorio nece-
sarios que corroborasen el diagnostico.

En este sentido, a todos se les practic6 una
evaluacion desde el punto de vista clinico y epide-
miolégico para la presuncion diagnostica. Esto es, se
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evaluaron sus lesiones ulcerosas y se les interrogo
sobre area de proveniencia, su trabajo, o si viajaron
a zonas endémicas, de acuerdo al formato de historia
clinica utilizado en la SER-IMT. Ambas indagaciones
tenian que ser positivas para continuar al préximo
paso, la realizacion de pruebas especializadas en la
SIP-IMT, para efectuar entonces, el diagndstico de
laboratorio (Navarro et al. 2004; Pifano 1961; Navarro
et al. 2011b; Abdul-Hadi et al. 2012)

Asi, los pacientes fueron referidos en la SIP-IMT
para dicho diagnostico Aqui se les determiné los
anticuerpos antileishmania en sangre por el método
de inmunofluorescencia indirecta (IFI), la prueba intra-
dérmica de la leishmanina (IDR) y la determinacién de
amastigotes en frotis por escarificacion de segmen-
tos de piel de las tlceras en estudio coloreados con
Giemsa. Este tltimo se hizo con el fin de obtener el
diagnostico de certeza al visualizarse los amastigotes
del parasito (Reyes Romero et al. 2015).

Una vez realizados los procedimientos inherentes
al diagnéstico presuntivo al diagnoéstico de labora-
torio ya referidos, se efectu6 el diagnostico integral
de LTA (clinica + epidemiologia + laboratorio) que
recomienda la CMT para las enfermedades tropicales
en general y para la LTA en particular (Navarro et al
2004; Pifano 1961; Navarro et al. 2011b; Abdul-Hadi
et al. 2012).

Los pacientes con el diagnoéstico integral de
LTA, entonces, fueron tratados. Aqui es importante
destacar el lugar y la importancia que los examenes
generales de laboratorio, en su abordaje y tratamiento.
Por ejemplo, a los mayores de 40 afios se les solicitd
una evaluacion cardiovascular previa a la adminis-
tracion del antimonial. Dicha solicitud a este grupo
etareo responde a su mayor prevalencia de enferme-
dades tales como hipertension arterial sistémica u
otras condiciones que pueden comprometer su salud
por efectos del tratamiento antiparasitario.

A todos ellos, antes, durante y al finalizar el
tratamiento, se les solicité una hematologia completa
y pruebas de quimica sanguinea tales como la glice-
mia y las de funcionalismo hepatico y renal asi como
examenes simples de heces y orina (Navarro et al.

2009Db). Esto se realizo tanto con los fines de detec-
tar cualquier alteracion de laboratorio que cursase
“asintomatica” y que contraindicase el inicio del
tratamiento, como por ejemplo un aumento patologi-
co de las transaminasas, o bien, para la deteccion
precoz de los efectos secundarios del AM, una vez
instituido el tratamiento.

El manejo terapéutico de los pacientes dependio
del tipo de dulceras presentes al momento de la
evaluacion clinica, esto es si se consideraron como
complicadas o no complicadas (Navarro et al. 2009b).

Todos aquellos con ulceras complicadas, es
decir, que cumplan con alguna de las siguientes
caracteristicas:

Lesiones extensas, sangrantes y dolorosas.
Lesiones en miembros inferiores.

mas de 3 lesiones.

presentes en pacientes menores de 12 afos.
presentes en pacientes mayores de 65 afos.
Todas las lesiones complicadas fueron hospi-
talizados (Navarro et al. 2011a). Se les refiri6 para
su hospitalizacion en los Servicios de Enfermedades
Infecciosas del Adulto o al Servicio de Pediatria
Meédica Infecciosa, ubicados en el Hospital Universi-
tario de Caracas (HUC) dependiendo del caso.

Todos aquellos con ulceras no complicadas, esto
es, si carecian de las caracteristicas mencionadas
para las ulceras complicadas, fueron tratados de
manera ambulatoria y supervisada cada semana por
la SER-IMT.

El tratamiento antiparasitario especifico con
AM fue indicado de acuerdo a la clasificacion de las
lesiones.

En este sentido, a los pacientes con criterio de
tratamiento ambulatorio se les indicé una serie de
AM a la dosis de 3.000 mg diarios por via intramus-
cular profunda (gltteos) suministrados de la siguiente
manera: 1 ampolla en cada gltteo, siempre a la misma
hora de la mafiana por 10 dias consecutivos. Luego
de 10 dias de “descanso”, es decir, sin recibir el AM,
fueron reevaluados clinicamente. Si las lesiones atn
persistian entonces se les repetia otra serie igual a la
primera. De manera excepcional se suministraron tres
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series. En todos los casos se monitorizaron los efectos
secundarios a través de los examenes de laboratorio
generales antes mencionados.

A quienes tenian criterio de hospitalizacion, el
tratamiento fue indicado por el servicio tratante
siguiendo las pautas comunicadas en la literatura
especializada (Navarro et al. 2009b; Colmenares et
al. 2014). A los adultos, se les suministré una serie
de AM a la dosis de 3.000 o 4.500 mg diarios y a los
ninos, 70 mg/kg/dia (Navarro et al. 2009d; Navarro et
al 2011d). La duraci6n de la serie asi como el “descan-
so” y la decisién de suministrar una segunda o tercera
serie, se efectu6d a semejanza de lo expuesto en los
pacientes bajo tratamiento ambulatorio. Al terminar
la primera serie, ellos fueron egresados y durante
su “descanso” el paciente estuvo incorporado a sus
labores habituales.

A los pacientes con infeccion bacteriana sobrea-
gregada de sus lesiones ulcerosas fueron tratados de
distinta manera segin fuese el caso.

Si dicha infeccién se asenté en lesiones leish-
manicas complicadas, éstos recibieron tratamiento
antibacteriano segun el criterio del servicio tratante.
Si se asent6 en lesiones leishmanicas no complica-
das, entonces recibieron tratamiento antibacteriano
con cefadroxilo por via oral, de manera ambulatoria
y a las dosis convencionales para las infecciones de
la piel segiin se tratase de adultos o nifios (Navarro et
al. 2009c).

El criterio de curaciéon clinica estuvo dado por la
cicatrizacion de las lesiones al término de la primera
serie. Si aiin para este momento ésta no era satis-
factoria, se indic6é una segunda serie de AM. Y si al
término de la segunda serie, la cicatrizacién no era
satisfactoria, entonces se comenz6 una tercera serie.

Luego de culminar el tratamiento completo,
todos los pacientes fueron reevaluados al mes y a
los 6 meses. Si en este momento, la cicatrizacion
no presentdé cambios, entonces fueron egresados
de la consulta con controles anuales. No obstante,
se les enseri6 como identificar las recaidas de las
lesiones: presencia de noédulos alrededor de la cicatriz
anterior; reactivacion inflamatoria de la lesion ya

cicatrizada; presencia de lesiones o molestias en las
zonas mucosas de cabeza y cuello. En estos casos,
se les instruy6 que deben acudir a la consulta para
indicar el tratamiento correspondiente, incluso antes
del control anual. Durante todo el proceso, se le hizo
un seguimiento fotografico a pacientes seleccionados
(Navarro et al.2011d).

RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas y clinicas las
especificaremos a continuacion. La distribuciéon por
sexo fue de 16 femeninos (50%) y 16 masculinos
(50%). Se consider6 que hasta los 12 afios el paciente
era pediatrico; de 13 afilos o mas, adulto, coincidiendo
con los criterios del HUC. De los 32 pacientes, 25
fueron adultos (78%) y 7, nifios (22%). La edad prome-
Ademas, 29 (90%)
provenian del estado Miranda. Como antecedente

dio calculada fue de 29 anos.

epidemiologico, se encontro que 28 (88%) residian en
zonas endémicas y 4 (12%) la adquirieron a modo de
enfermedad del viajero En cuanto al manejo clinico,
28 (88%) recibieron tratamiento ambulatorio y 4
fueron hospitalizados (13%,).

Es importante puntualizar dos detalles clinicos
de esta investigacion. Por una parte, sélo 8 pacientes
(25%) finalizaron el esquema de inmunoterapia, todos
adultos. Por la otra, 16 (50%) presentaron una lesion
ulcerosa; 7 (22%) dos; 4 (13%) tres; 5 (16%) cuatro.
Todos presentaron su (s) tlcera (s) en solo una region
del cuerpo: 23 en los miembros superiores (72%); 6 en
los miembros superiores (19%); 2 en la espalda (6%) y
1 en la cara (3%). Ninguna lesion leishmanica super6
los 6 cm de diametro.

Al especificar el tipo de poblacion que recibi6 el
tratamiento, obtuvimos los siguientes resultados:
a) una serie a razon de 3.000 mg/dia de AM a 15
pacientes (48%): 14 adultos (93%) bajo tratamiento
ambulatorio y 1 nifio (7%) que fue hospitalizado; dos
series a razéon de 3.000 mg/dia a 15: 9 adultos (60%9)
todos ambulatorios y 6 nifios (40%) incluyéndose uno
hospitalizado; tres series a razon de 4.500 mg/dia a
dos pacientes (13%), quienes fueron hospitalizados.

Todos los pacientes respondieron de manera
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adecuada a la dosis indicada y fueron egresados a los
seis meses por curacion clinica de sus lesiones. Solo
se identificé una recaida (3%) al ailo de culminarse
el tratamiento que fue resuelto con dos series de
AM a la razéon de 3.000 mg/dia. Hasta la fecha, es la
Unica recaida registrada de esta serie. Tal como puede
observarse, predomindé ampliamente el tratamiento
ambulatorio y no fue necesaria la aplicacion de la
dosis maxima de AM: 6.000 mg/dia.

En lo referente a los efectos secundarios del
tratamientoindicado, 8 pacientes(25%)refirieron mial-
gias y artralgias de moderada intensidad que cedieron
con analgésicos comunes y 4 presentaron hematuria
microscopica (13%). No se identifico ninguna compli-
cacion durante el suministro de la primera serie.
En quienes se identificaron dichos efectos, todos
ocurrieron al finalizar la segunda serie y durante los
10 dias de “descanso” éstos desaparecieron.

DISCUSION

La IMTP es una opcion para el tratamiento de
los pacientes que padecen LTA. No obstante, en
ocasiones la cicatrizacion de las lesiones es lenta e
incluso puede prolongarse por varios meses. Algunos
de ellos acuden al Instituto de Medicina Tropical en
la basqueda de una solucion a este problema. En la
SER-IMT se les indica AM a las dosis que el grupo
ha publicado en la literatura. En estos casos, la
cicatrizacion de las lesiones es mas rapida respecto a
quienes nunca han recibido la IMTP.

La IMTP aplicada por el grupo de investigadores
del Instituto de Biomedicina (IB-UCV), consiste en
una vacuna combinada de dos antigenos: BCG mas
promastigotes de Leishmania. Dicha inmunoterapia
estimula la respuesta Th1 (demostrado por una reac-
cion positiva a la prueba dérmica de Montenegro y a
la proliferacion celular y la produccion de IFN-gamma
in vitro, con poca respuesta de anticuerpos) (Tapia
et al. 1998). Las células dendriticas, como células
presentadoras de antigenos son las responsables de
activar, inducir y mantener la respuesta del sistema
inmunitario en la piel o generar tolerancia (Motta et
al. 2016).

La reactivacion o no curacion de las lesiones de
LCL con la IMTP, podria ser explicado por varios
factores multicausales, como la edad del paciente y
la no presencia de un sistema inmunolégico compe-
tente, en menores de 5 o mayores de 65arios, los
habitos tabaquicos importantes y su efecto sobre
la piel, la presencia de desnutricion, la infeccion
secundaria, lesiones multiples y el uso de sustancias
irritantes culturalmente recomendadas (Carrero et
al.2011). También, es logico plantearse la hipotesis de
que la inmunoterapia no fue efectiva en eliminar al
parasito y podria determinar la reaparicion de nuevas
lesiones afios posteriores a la aplicacion de la IMTP,
cuando las condiciones inmunolégicas del paciente
sean distintas. Dicha situacion ha sido observada en
la Seccion de Endemias Rurales, casi 20 afios después
(comunicacion personal Dres. Ana Angulo, Pedro
Navarro y Nathalie Chacoén).

La respuesta efectiva al tratamiento con AM
posterior a la inmunoterapia ha sido referenciada por
otros grupos de investigadores. Una de las grandes
ventajas de usar inmunoterapia previa a la terapia con
AM, podria ser la reduccion de la dosis y la duracion
de la terapéutica, disminuyendo considerablemente
las probabilidades de efectos adversos (Mayrink et al.
2006).

No se encontraron publicaciones de series de
pacientes similares a ésta y bajo tratamiento con la
inmunoterapia segin la preparacion y aplicacion que
hace el IB-UCV. Por esta razon, no se pudo contrastar
los resultados de esta investigacion. Un hallazgo digno
de destacarse es que la mitad de ellos se curaron
clinicamente con apenas una serie de tratamiento
con AM. Esto ocurri6 en contraste con la experiencia
global del grupo en la cual se hace necesaria la admin-
istracion de dos series de 3.000 mg/dia hasta en mas
del 80% de los pacientes adultos con LTA pero sin
IMTP previa (Navarro et al. 20092, Navarro et al.
2009b; Navarro et al. 20112; Colmenares et al. 2014).
Este hallazgo debe ser confirmado por otros estudios
similares a éste.

En este orden de ideas, seria conveniente el disefio
de estudios clinicos multicéntricos, a gran escala, con
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su respectivo aval bioético, que evalten la eficacia
terapéutica del AM en pacientes con IMTP previa. Asi,
se podria acortar el nimero de dias para ambas alter-
nativas terapéuticas y los pacientes pudieran verse
beneficiados por ello. Esta es una tarea pendiente una
vez que se supere la aguda escasez de medicamentos
que se esta atravesando nuestro pais en la actualidad
(Gutiérrez 2016).

A pesar de estas dificultades, la SER-IMT -antes
conocidacomo Consultade Endemias Rurales, fundada
en 1940 por Félix Pifano (Navarro 2015), continua en
su labor de atencion integral al paciente consultante.
Su recorrido ha sido largo y fecundo desde entonces.
Al comienzo, ésta no tuvo una sede fija. No obstante,
al terminarse de construir en 1956 el IMT, Pifano se
establece aqui de manera definitiva (Navas 2000),
incluso la Consulta antes referida. En cualquier caso,
todo el personal que se ha desempefiado en su seno,
ha desplegado actividades asistenciales, docentes,
investigativas e incluso de extension universitaria que
han resonado en el devenir histérico del IMT y la UCV.
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Clonacion, expresion
K/Ipunﬁcacmn de una proteina
ASP de Trypanosomacruzi

RESUMEN

El proyecto genoma de Trypanosomacruzi revel6 la existencia de la segunda
familia mas grande de genes de este parasito causante de la enfermedad de
Chagas: la familia MASP. Las proteinas MASP son antigénicas por lo que nos
propusimos expresar y purificar una proteina MASP recombinante para una
posterior caracterizacion inmunolégica con sueros chagasicos venezolanos. Con
este fin se realiz6 un despistaje inmunolégico con sueros de pacientes chagéasi-
cos venezolanos, de una genoteca de genes MASP construida mediante amplifi-
cacion por PCR con cebadores especificos de las regiones 5' y 3' conservadas y
subsecuente clonacién en el vector de expresion pT7-MAT-2, que contiene una
etiqueta de histidinas. Luego de despistajes primario y secundario se seleccion6
el clon CM82 que mostré un inserto completo de 400 pb. Se indujo la expresion
de la proteina CM82 a partir de un cultivo de bacterias E. coli incubadas con
IPTG durante 4 horas y se purifico la proteina recombinante por cromatografia
de afinidad a metal inmovilizado. La electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS,
revel6 una proteina purificada de aproximadamente 28 kDa. El ensayo de DOT-
ELISA, usando una mezcla de suero de pacientes chagasicos, permiti6 verificar
su antigenicidad.

Palabras clave: MASP; Trypanosomacruzi; Trypanosomarangeli; antigeno
recombinante; Chagas; purificacion

CLONING, EXPRESSION AND PURIFICATION OF A MASP PROTEIN FROM
TRYPANOSOMA CRUZI

ABSTRACT

The genome project of Trypanosoma cruzi revealed the existence of the
second largest family of genes of this parasite that causes Chagas disease: the
MASP family. The MASP proteins are antigenic, so we proposed to express and
purify a recombinant MASP protein for subsequent immunological characteri-
zation with venezuelanchagasic sera. To this end, immunological screening with
sera from venezuelanchagasic patients was performed from a MASP gene library
constructed by PCR amplification with specific primers from the conserved 5
'and 3' regions and subsequent cloning into the expression vector pT7-MAT-2,
Which contains a histidine tag. After primary and secondary screenings clone
CMS82 was selected which showed a complete 400 bp insert. Expression of the
CMS82 protein was induced from a culture of E. coli bacteria incubated with
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IPTG for 4 hours and the recombinant protein was purified
by immobilized metal affinity chromatography. SDS-poly-
acrylamide gel electrophoresis revealed a purified protein
of approximately 28 kDa. The DOT- ELISA assay, using a
serum pool of chagasic patients, allowed to verify its anti-
genicity.

Keywords: MASP, Trypanosomacruzi; Trypanosoma-
rangeli; recombinantantigen; Chagas; purification

INTRODUCCION

Trypanosomacruzi, el agente etiologico de la
enfermedad de Chagas posee un genoma con un 50%
de secuencias repetidas, las cuales estan organizadas
en grandes familias de genes de proteinas de superfi-
cie, retrotransposones y repeticiones subteloméricas.

Las proteinas de superficie asociadas a mucinas,
llamadas MASP por sus siglas en inglés, constituyen la
segunda familia mas grande de este parasito. Fueron
inicialmente descritas a raiz de la secuenciacion del
genoma de T. cruzi en 2005 (El-Sayed et al. 2005),
siendo por primera vez demostrada su transcripcion
en T. cruzi por Abate et al. ese mismo afio (Abate et
al. 2005).

La familia MASP esta caracterizada por dominios
altamente conservados en los extremos N y C - termi-
nales y una region central variable. Compone al
menos el 6% del genoma diploide de T. cruzi y debe
su nombre al hecho de estar ubicada entre los genes
que codifican para las trans-sialidasas y mucinas. En
concreto, aguas abajo de los miembros de TcMUC II
con los cuales se asemejan en estructura no asi en
secuencia (El Sayed et al. 2005).

Las proteinas MASP se expresan preferencial-
mente en tripomastigotes. Poseen sitios para la N y
O-glicosilacién, sufriendo extensas modificaciones
postraduccionales (Atwood y et al. 2005). Estas
proteinas se han asociado a la virulencia del parasi-
to, participando en procesos de evasion del sistema
inmune e invasion celular (De Pablos et al. 2016).
Algunas proteinas MASP se secretan, ya sea indi-
vidualmente o mediante exovesiculas, mientras que
otras permanecen unidas a la membrana del parasito.
La expresion de una determinada MASP esta limitada
a un grupo de la poblaciéon total de parasitos (Bartho-
lomeu et al. 2009). Se ha confirmado la existencia

de una respuesta inmune humoral en el suero de
pacientes chagasicos hacia el segmento conservado
C-terminal de los miembros de la familia MASP (De
Pablos et al. 2016) quienes determinaron que la
secuencia DGSTAV es el epitope mas inmunogénico
de la regién C-terminal.

El diagnoéstico inmunolégico de la enfermedad de
Chagas se realiza usando principalmente la técnica de
ELISA (Luquettiet al. 2010). Esta técnica ha demostra-
do una alta especificidad y sensibilidad, dependiendo
del antigeno que se use, entre los cuales estan protei-
nas recombinantes y extractos del parasito crudos o
semipurificados (Duarte et al. 2014). Sin embargo, atin
no existe un antigeno que haya sido aceptado como
reactivo de referencia para un diagnostico unificado,
debido en parte al diferente desempefio que demues-
tran entre los diversos estudios reportados. En este
contexto, el presente trabajo reporta la clonacion,
expresion y purificacion de una proteina MASP
recombinante como método que podria conducir a
la produccion de un antigeno util para ser evaluado
en el diagnoéstico inmunologico de la enfermedad de
Chagas.

METODOLOGIA

Cepa bacteriana

La cepa de Escherichiacoli empleada para
la expresion fue BLZ21(DE3),
cuyo genotipo es huA2 [lon] ompT gal (. DE3)
[dem] AhsdS ) DE3 = A sBamHIlo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7genel) i21 Anin5 (Studier y
Moffat, 1986).

el clonamiento y

Parasitos

Los epimastigotes de la cepa EP de Trypanosoma
cruzi (un aislado humano venezolano) se cultivaron
en medio LIT a 28°C (Camargo 1964). Para el control
positivo en los ensayos inmunologicos se utilizd
como antigeno un extracto crudo de epimastigotes
de esta cepa (Maekelt y Colmenares De Alayon 1960)
deslipidado y liofilizado para almacenamiento a -20°C
(Diaz-Bello et al. 2008), con una concentraciéon de 1
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mg/mL luego de su reconstitucion enagua destilada.

Sueros

Para los ensayos inmunolégicos se utilizé una
mezcla de sueros de pacientes con enfermedad de
Chagas (n = 16) diagnosticados por un ensayo de ELISA
con extracto crudo antigénico de epimastigotes de T.
cruzi (Maekelt y Colmenares De Alayon 1960) y por
hemaglutinacion indirecta. Como control negativo se
us6 una mezcla de sueros de individuos sanos (n =
20) confirmados como negativos por los dos ensayos
serologicos ya mencionados.

Todos los sueros provienen de la Seccion de Inmu-
nologiadel Instituto de Medicina Tropical, Universidad
Central de Venezuela, Caracas, Venezuela.

Para la utilizacién de estos sueros se contd con el
consentimiento previa informaciéon de los pacientes
e individuos sanos y con el aval de la Comisién de
Bioética del Instituto de Medicina Tropical de la
Universidad Central de Venezuela.

Construccion de la genoteca de familia de
genes MASP

La genoteca se construy6 mediante amplificacion
por PCR de la familia de genes MASP usando ADN
genomico de epimastigotes de la cepa EP de T. cruzi
purificado con DNAZOL (Thermo Fisher Scientific,
USA), de acuerdo con las instrucciones de la casa
comercial.

Para la PCR se disenaron los cebadores FXhol (5’
- CGCGGCCTCGAGATGGCGATGATGATGACG - 3') y
RBglIl(5" — GATCTAGAAGATCTTTCG

CGGCCACCACCGC-37) especificos de las regiones
5'y 3' conservadas, comunes a todos los miembros de
la familia de genes MASP. Estos cebadores contienen
los sitios de restriccion Xhol y Bglll, que permitieron
la insercion de los productos de amplificaciéon en el
vector de expresion pT7-MAT-2 (SIGMA, USA) que
contiene una etiqueta de histidina. La PCR se llevo
a cabo en un volumen final de 25 ul que contenia
MgCI2 1,5 mM,dNTP 200 uM, GoTaq Hot StartPoly-
merase (Promega, USA) 0,5 U, cebador FXhol 0,2 pM,
cebador RBglIl 0,2 pM, tampoén 1X. Las condiciones

de ciclado fueron: desnaturalizacion a 95°C durante 1
min, 30 ciclos de 95°C por 1 min, 60°C por 1 min, 72°C
por 1 min y una extension final a 72°C por 5 min. Los
productos de amplificacion (genes MASP), asi como
el vector pIT7-MAT-2 se digirieron con las enzimas de
restriccion Xhol y Bglll (Promega, USA) de acuerdo a las
instrucciones de la casa comercial. Una vez digeridos
se purificaron con el estuche PureLink™ PCRPurifi-
cation Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) siguiendo
las instrucciones de la casa comercial y se cuantifico
por espectrofotometria en un espectrofotometro
SmartSpect 3000 de BIO-RAD. A continuacion, se
realizo la ligacion inserto-vector con el estuche Ligase
T4 Rapid DNA Ligation Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA), siguiendo sus instrucciones y con esta mezcla
de ligacion se transformaron bacterias E. coliBL21
competentes (Ausubel et al. 2003). Las bacterias
transformantes, que constituyen la genoteca de genes
MASP, se seleccionaron por crecimiento en medio
selectivo con ampicilina, marcador de resistencia del
vector pT7-MAT-2.

Despistaje inmunoldgico de la genoteca

A partir de las placas de LB - agar con las colonias
transformantes de la genoteca se hicieron réplicas en
membrana de nitrocelulosa que fueron colocadas en
nuevas placas de LB - agar suplementado con IPTG
0,5 mM e incubadas durante 4 horas a 37°C. Las
colonias crecidas se lisaron colocando la membrana
de nitrocelulosa en una atmosfera saturada de cloro-
formo durante 10 min e incubandolas a continuacion
en una solucion de lisis (Tris-HCI 25 mM, EDTA
10 mM pH 8.0, lisozima 200 ng/mL) durante 1 h a
temperatura ambiente. Se lavaron las membranas 2
veces por 10 min cada vez en TBST (Tris-HCI 20 mM,
pH 7.5, NaCl 150 mM, Tween 20 0,5%) y se trans-
firieron a una solucion de bloqueo (leche descremada
5% en TBST) a 4°C durante la noche. Las membranas
se incubaron en 10 ml de una mezcla de sueros de
pacientes chagasicos diluidos 1:250 que contenia 500
ul de lisado de E. coliBL21, durante 1 h a temperatura
ambiente. Se hicieron 4 lavados de 15 minen TBST
y se incubaron 1 h con anti-IgG humana de cabra
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conjugada con peroxidasa de rabano picante (Thermo
Fisher Scientific, USA). Luego se realizaron 4 lavados
en TBST y 1 en TBS, para entonces incubar con la
solucién de sustrato quimioluminiscente (SuperSignal
West Pico ChemiluminescentSubstrate, Pierce, USA)
y detectar la sefial en un Chemidoc Imagen System
(BIO-RAD, USA).

Alas colonias que resultaron positivas se les realizo
un despistaje inmunolégico secundario siguiendo el
mismo procedimiento.

Induccion y purificacion de la expresion de la
proteina recombinante

Una de las colonias positivas en el despistaje
inmunolégico, que denominamos CM82, se cultivo
en caldo LB suplementado con ampicilina durante
la noche a 37°C, para inocular al dia siguiente 250
ml de LBhasta alcanzar una DO600= 0,6 U. En ese
momento se afnadié PTG 0,5 mM para inducir la
expresion durante 4 h a 37°C. Luego de una centrifu-
gacion a 3000 x g, por 10 min a 4°C, se resuspendio el
sedimento en 10 ml de solucion de lisis del estuche
QiaEXPRESS Ni-NTA (Qiagen, Alemania) y se puri-
fico la proteina recombinante a partir de la fraccion
soluble del lisado bacteriano por cromatografia de
afinidad a metal inmovilizado siguiendo las instruc-
ciones de la casa comercial. Se analiz6 un volumen de
5 ul de cada fraccion de la purificacion en un gel de
poliacrilamida-SDS al 17% (Laemmli 1970). La cuan-
tificacion de proteinas de hizo siguiendo el protocolo
descrito por Bradford (1976).

Ensayo de dot-blot

Se aplicaron 1, 5y 10 ul del eluato con la protei-
na recombinante CM82 purificada, asi como de los
eluatos provenientes de cultivos de bacterias con el
plasmido pT7-MAT-2 sin inserto (usado como control
negativo), a una membrana de nitrocelulosa que fue
entonces procesada para la deteccion inmunologica
con mezcla de sueros de pacientes chagasicos tal
como se describi6 para el despistaje inmunologico de
la genoteca.

RESULTADOS

La clonacién de un gen de la familia MASP de
T. cruzi codificante de una proteina con actividad
antigénica se llev6 a cabo mediante el despistaje
inmunolégico con sueros de pacientes chagéasicos,
de una genoteca construida por amplificacion PCR
usando cebadores especificos de las regiones 5' y 3'
conservadas comunes a todos los miembros de esta
familia de genes. Luego de despistajes primario y
secundario se obtuvo un clon que llamamos CM82
(Fig. 1).
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Figura 1

Despistaje inmunoldgico secundario de la genoteca de genes MASP
con una mezcla de sueros de pacientes chagdsicos. Panel A: colonias
de E. coliBL21 de la genoteca con reaccion positiva. Panel B: colonias de
E. coliBL21 con el vector pT7-MAT-2 sin inserto como control negativo.
Tc: extracto crudo de T. cruzi usado como control positivo.

El crecimiento de CM82 en presencia de IPTG
indujo la expresion de la proteina MASP-CM82
recombinante, que fue entonces purificada por
cromatografia de afinidad a metal inmovilizado, utili-
zando la etiqueta de histidina presente en el vector
de expresion pT7-MAT-2 usado para la construc-
cion de la genoteca. La Fig. 2 muestra una banda de
aproximadamente 25 kDaeluida de la columna de
purificacion (carril 6). Usando el método de Bradford
no se logr6 cuantificar la cantidad de proteina puri-
ficada, presumiblemente por estar bajo el limite de
deteccion del ensayo.
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Figura 2

Electroforesis en gel de poliacrilamida - SDS al 17% de las distintas
fracciones provenientes de la purificacion de la proteina recombinante
CM82 y de bacterias con el vector pT7-MAT-2 sin inserto. M: marcador
de pesos moleculares (Pierce Blue PrestainedProtein de Thermo Fisher
Scientific, USA); 2, 4, 6 y 8: flowthrough, lavado, elucion 1y elucion 2 de
CM82; 1, 3,5y 7: flowthrough, lavado, elucion 1, elucion 2 de pT7-MAT-
2.

Cuando se aplico a la columna el sobrenadante
del lisado de bacterias E. coliBL21 con el vector
pT7-MAT-2 sin inserto e inducidas con IPTG, usadas
como control negativo de todo el procedimiento, no
se observo purificacion de ninguna proteina (carriles
5y 7).El ensayo de DOT-ELISA, usando una mezcla
de suero de pacientes chagasicos, permitio verificar la
antigenicidad de la proteina recombinante CM82, tal

CME2 pT7-MAT-2
Te  jul. Sul (0wl Tul. Sul. 0wl ASBE
L]
SUERG o i
CHAGASICO
SUERO

NORMAL

como se muestra en la Fig. 3.

Figura 3
Ensayo de DOT-ELISA. Tc: extracto crudo de T. cruzi; ASB: albimina
sérica bovina.

DISCUSION

Recientemente se demostro la presencia de una
respuesta inmune humoral de las proteinas MASP de
T. cruzien humanos (De Pablos et al. 2016). Los autores

usaron como antigeno, 6 péptidos sintéticos solapa-
dos correspondientes a la secuencia consenso de la
region C-terminal de estas proteinas, demostrando
un reconocimiento especifico de anticuerpos hacia
esta region. Esta antigenicidad convierte a las protei-
nas MASP en candidatos ideales para el desarrollo de
ensayos diagnosticos serologicos que puedan comple-
mentar y/o mejorar los ya existentes.

En el presente trabajo reportamos la obtencion
de una proteina MASP recombinante purificada que
es reconocida por sueros de pacientes chagasicos
venezolanos, como primer paso para su evaluacion
inmunologica en ensayos diagndsticos.

La produccién de proteinas recombinantes en
sistemas bacterianos es una opcion simple y econoémi-
ca para la obtenciéon de cantidades suficientes de la
proteina de interés.

Con el fin de asegurar la antigenicidad de la
proteina expresada por el clon a utilizar para puri-
ficar la MASP recombinante, se realizd despistaje
inmunologico de una genoteca de expresion de genes
MASP con sueros de pacientes chagasicos.Es asi
como, efectivamente, se logré seleccionar un clon
reactivo a partir del cual se indujo la expresion de la
proteina recombinante y se purificé por afinidad en
columna de metal inmovilizado.

Sin embargo, el rendimiento de la purificacion fue
muy bajo, ya que la cantidad de proteina en el eluato
estuvo por debajo del limite de deteccion del método
de Bradfod, que en nuestro caso fue 125 ug/mL. A
pesar de ello, si fue posible verificar su antigenicidad
especifica en un ensayo de DOT-ELISA que es ideal,
por su simplicidad y costos relativos, para ser adap-
tado a laboratorios clinicos.

En conclusion, logramos implementar un método
para la obtencion de proteinas MASP recombinantes
que podrian ser usadas en la evaluacion de nuevos
ensayos para el diagnostico serologico de la enferme-
dad de Chagas.
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La planificacion de un album
virtual de parasitos intestinales

RESUMEN

La planificaciéon de un album virtual de microfotografias de parasitos intes-
tinales es novedosa y su desarrollo requerira de las tecnologias de la informacion
y comunicacion. La Seccion de Geohelmintiasis del Instituto de Medicina Tropi-
cal esta especializada en la atencion de pacientes con parasitosis intestinales
a nivel nacional, donde se realizan examenes de heces con técnicas copropara-
sitolégicas, lo que permitira la recopilaciéon del material fotografico. El presente
trabajo tiene como objetivo planificar la elaboracion de un album de fotos
virtual de parasitos intestinales y publicarlo en la web con fines divulgativos
y educativos. A las muestras de heces de pacientes referidos se les practicara
examen directo con soluciéon salina y lugol, Formol Etil-Acetato, Baermann,
Cinta Adhesiva Transparente, Kato-Katz y Zielh-Neelsen modificado. Con el
examen microscopico se observaran las formas parasitarias al microscopio de
luz y se clasificaran. Las fotografias se realizaran con una camara digital de
12 pixeles y microscopio que se enfocara con objetivos de 10X, 40X y 100X
para los helmintos, protozoarios y coccidias respectivamente. Las licencias
de autoria seran de Creative commons, se estructurara la pagina web para la
publicacion de las imagenes. Este album de fotos virtual de parasitos intesti-
nales es el primero que la Seccion de Geohelmintiasis planifica y cuya colec-
cion de microfotografias constituiran un banco de imagenes de protozoarios,
helmintos y coccidias intestinales, basado en la experiencia clinico-asistencial
y de investigacion propia de la Seccion de Geohelmintiasis, logrando su vision
y misiéon integral.

Palabras Clave: Medicina Tropical; album virtual; parasitos intestinales;
banco de imagenes; parasitos intestinales (Fotos Virtuales)

THE PLANNING OF A VIRTUAL ALBUM OF INTESTINAL PARASITES

ABSTRACT

The planning of a virtual album of microphotographs of intestinal parasites
is novel and its development will require the use of information and communi-
cation technologies. The Soil-Transmitted Helminths (STH) laboratory of the
Institute of Tropical Medicine is a care laboratory and a specialist in taking care
of patients with intestinal parasites at the national level and that has mastery
of the settings upon coproparasithological techniques, it will permit the compi-
lation of the photographic material. The present work has as its object how to
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make a virtual photos album of intestinal parasites and to
publish it in the web with the aims of disclosure and edu-
cation. To the feces samples of referred patients, a direct
examination will be made with saline solution and Lugol,
Formol-Ethil-Acetate, Baermann, Transparent Adhesive
Tape, Kato-Katz and Zielh-Neelsen modified. The parasites
forms will be observed by microscope. The microphoto-
graphs will perfor with a 12 pixels digital camera and a light
microscope with 10X, 40X and 100X lenses for helminths,
protozoa and coccidian respectively. The author licenses
will be of Creative Commons and the structure of the web
page will be planned for the publication of the images.
This album of virtual photos will be the first to be made
in Venezuela, and this collection of microphotographs will
constitute an image bank of clinical, assistance and inves-
tigation experience of STH lab, it is complying with the
integral laboratory’s vision and mission.

Keywords: Tropical medicine; virtual album; intesti-
nal parasites; images bank

INTRODUCCION

La Seccion de Geohelmintiasis del Instituto de
Medicina Tropical (SGH), fue creada en 1947 por el
director del Instituto de Medicina Tropical, el Dr.
Félix Pifano (Navas, 2000). La SGH tiene la visiéon
de ser una organizacion integral, de investigacion,
docencia y extension, especializada en la atencion
de pacientes con parasitosis intestinales, con el fin
de dar servicio a instituciones médicas publicas y
privadas de la comunidad venezolana, con impacto a
La misién de la SGH
es la de ofrecer y proveer a los pacientes afectados

nivel nacional e internacional.

con parasitosis intestinales, una asistencia médica
integral, diagnoéstico de laboratorio de excelencia y
tratamiento especializado y de calidad, destacandose
en la calidad de servicio hacia el paciente, en relacion
al profesionalismo demostrado por el personal, los
examenes coproparasitologicos empleados y la aten-
cion personalizada de cada paciente que consulta a
escala nacional. Adicionalmente, generar conocimien-
tos sobre la clinica, la epidemiologia, el diagnoéstico
parasitolégico e inmunoloégico, la terapéutica y la
prevencion de parasitosis intestinales que afectan la
poblaciéon venezolana.

La SGH ha contribuido con la promociéon del
conocimiento y con la formacién de los recursos
humanos participando en actividades docentes
con estudiantes de pregrado y postgrado, también

adiestramiento de técnicos en carreras del area de la
salud. Las metas cumplidas han incluido el mejorami-
ento de las técnicas de diagnostico existentes en el
area de los parasitos intestinales, asi como el servicio
asistencial a la comunidad venezolana. Los objetivos
de la SGH se resumen en sus aportes encaminados
hacia el diagnostico clinico y de laboratorio, labores
de investigacion y de extension en las parasitosis
intestinales: consultas médicas, servicio comunitario,
cursos de adiestramientos, asesorias, entre otros.
Enmarcado en la visién y misién integral de la SGH,
esta la creacion de un album de microfotografias de
formas parasitarias. La creaciéon de un album de fotos
cientificas de parasitos intestinales requiere invertir
tiempo, creatividad, dinero, esfuerzo y dedicacion, si
es virtual, necesita adicionalmente tecnologias de la
informacioén y la comunicacion (TIC).

Los foto-album virtuales o albumes de fotos
digital son una herramienta adaptable, que aportaria
la ventaja de recoger informacion amplia y variada
para diferentes fines, usos y utilidades, sobre todo
educativos y de aprendizaje, resultarian muy utiles en
el presente y en el futuro tanto en las aulas fisicas
como virtuales.

A medida que los tiempos cambian, la abundante
informaciéon que se genera diariamente necesita
mas y mas espacio, los foto-album virtuales brindan
multiples posibilidades, gracias a las TIC, adquieren
flexibilidad y multiplicidad, se hacen accesibles a
multiples usuarios, los registros de imagenes pueden
ser visualizados, revisados y/o descargados por
varias personas al mismo tiempo a través del mundo,
siendo posiblemente de uso ilimitado en tiempo y
espacio. Difieren del album de fotos fisicas en cuanto
a perdurabilidad, los cuales tienden a degenerarse
espontaneamente por leyes fisico quimicas, en la
practica un foto-album virtual no sufriria tal proceso,
la nitidez de su imagen se mantiene en el tiempo,
cualidad indispensable cuando se necesitan precisar
los detalles. Ademas, las fotos fisicas son de uso limi-
tado en tiempo, usuario y espacio.

La Seccion de Geohelmintiasis del Instituto de
Medicina Tropical, de la Universidad Central de
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Venezuela recibe muestras de heces de pacientes a
nivel nacional con condiciones especiales, referidos
por médicos generales y especialistas, este hecho
incrementa la oportunidad de poder obtener la visu-
alizacion de formas parasitarias.

El presente trabajo tiene como objetivo planificar
laelaboracion de un album de fotos virtual de parasitos
intestinales y publicarlo en la web con fines divulga-
tivos y educativos. Este material fotografico servira
de apoyo y herramienta de aprendizaje a los estudi-
antes del area de la salud y a los profesionales como
médicos generales o especialistas: microbidlogos,
parasitologos y bioanalistas, adicionalmente, podra
ser usado en las aulas fisicas o virtuales a nivel global.

PACIENTES, MATERIALES Y METODOS

Consentimiento previa informacion(C.P.1.)

Todos los pacientes participantes deberan ser
informados de su participacion en la elaboracion de
un album virtual de imagenes de parasitos intestina-
les, con fines divulgativos y docentes. Las muestras
seran codificadas en el momento de su entrega, con
el fin de mantener el anonimato del paciente y seran
desechadas al concluir su uso. El paciente obtendra
el beneficio de ser diagnosticado y tratado si resulta
positivo en sus resultados.

Los aspectos bioéticos de este estudio seran
evaluados por el comité ético-cientifico del Instituto
de Medicina Tropical, de la Facultad de Medicina de la
Universidad Central de Venezuela.

Obtencion de las muestras

Las muestras de heces seran recolectadas de
los pacientes que son referidos por el médico o
especialista a la Seccion de Geohelmintiasis del
Instituto de Medicina Tropical, desde los principales
hospitales y centros de Servicio del area metropoli-
tana de Caracas (Gran Caracas) y ciudades cercanas
de los estados Miranda, Vargas, Aragua, Carabobo y
Guarico, principalmente.

Procesamiento de las muestras
Se realizara la basqueda activa de parasitos intes-

tinales en las muestras frescas recibidas, con menos
de una hora de colectada por el paciente. El seriado
de heces, incluira la evaluacion de tres muestras de
heces de cada paciente con el examen directo (WHO
1991; Koneman et al. 2008; Trabelsi et al. 2012;
Chacon et al. 2007), técnica de concentraciéon con
acetato de etilo (FEA) (WHO 1991; Garcia 2007) y
Baermann (Hernandez-Chavarria et al. 2001). A todo
paciente con sintomatologia de prurito anal en el
momento de la consulta, se le realizara Cinta Adhesiva
Transparente CAT (Garcia 2007; Jeandron et al. 2010),
a todo paciente inmunosuprimido se le realizara el
Zielh-Neelsen modificado (WHO 1991; Chacén et
al. 2007; Garcia 2007) y aquellos con antecedentes
epidemiologicos para helmintos, se les realizara Kato-
Katz (Katz et al. 1972).

Obtencion de la imagen fotografica

La obtencién de la fotomicrografia se realizara
utilizando una camara digital de 12 pixeles, marca
Panasonic®, Lumix y el uso de un microscopio de luz,
marca Globe® yNikon®,
los helmintos y el de 40X para los protozoarios. Se

con objetivos de 10X para

usara el objetivo de inmersion de 100X para enfocar
las coccidias intestinales.

Normas de derecho de autor en internet

El derecho de autor nace con la creacion, pero se
deben reforzar los derechos morales y patrimoniales.

Los tramites sobre el derecho de autor, se deben
tramitar segun las indicaciones del Servicio Auténo-
mo de Propiedad intelectual (SAPI 2015), previo a las
licencias de la propiedad intelectual en el internet. Se
deben seguir las instrucciones indicadas en su sitio
web. Posteriormente, en el sitio web de la publicacion
del album, se indicara la licencia de bienes comunes
creativos, que permite reservar algunos derechos de la
obra y es gratuito.

Publicacion en la red

Para lograr publicar el album de fotos en internet
con fines divulgativos es necesario planificar y definir
cuatro items fundamentales (Mozilla DeveloperNet-
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work 2005). Pensar y definir el tipo de dominio que
se desea crear, su nombre y su terminacion o raiz.

e Buscar un alojamiento o “hosting” para el sitio
web. Hay empresas dedicadas a alojar paginas web o
a patrocinar el alojamiento. También existen plata-
formas para la creacion y alojamiento de paginas
web de forma gratuita, permitiendo la publicaciéon de
publicidad que permite ofrecer este servicio, como
patrocinantes del sitio web.

e Estructurar el sitio web, en forma logica y dinami-
ca que le permita al visitante disfrutar y permanecer
en la pagina.

e Editar las imagenes con programas adecuados tipo
PhotoShop y utilizar formatos universales como JPEG
o JPEG2000.

RESULTADOS

La planificacion se organizo en tres fases:

Primera Fase: Bioética

El comité ético-cientifico del Instituto de
Medicina Tropical, de la U.C\V,, es el encargado de la
evaluacion de los aspectos bioéticos de este proyecto.
Se le presentara por escrito este proyecto junto con
el formato de consentimiento previa informacion. Su
aprobacion y autorizacion permitira el inicio de la
elaboracion del album de microfotografias de parasi-
tos intestinales y se continuara a la segunda fase.

Segunda Fase: Album de Microfotografias
2. a.- Captacion de los participantes

A los pacientes referidos se les invitara a partici-
par, se les informara sobre el objetivo de este proyecto,
con el consentimiento previa informacion, el cual
firmaran si estan de acuerdo en participar, el mismo
paciente o su representante.
2.b.- Obtencion del seriado de heces

Cada participante entregara al laboratorio tres
muestras de heces, de reciente emision, en un envase
de recolecciéon de heces, al llegar al laboratorio cada
una se identificara con un cédigo Gnico que permite
trabajar en forma anénima con cada paciente.
2.c.- Procesamiento de las muestras de heces

A cada muestra codificada segun el protocolo
interno del laboratorio, procesada con la técnica
coproparasitolégica correspondiente: Examen directo
con solucion salina y lugol, Formol Etil-Acetato,
Baermann, CAT y Zielh- Neelsen modificado. Se le
realizara examen con microscopio de luz, que se enfo-
caran con objetivos de 10x y 40x para la basqueda y
observacion de las formas parasitarias de helmintos y
protozoarios. Para coccidias intestinales se empleara
el objetivo de 100x y aceite de inmersion.

2.d.- Obtencion de las microfotografias

Los hallazgos obtenidos al examen microscopico,
se les realizard una microfotografia con una camara
fotografica de 12 pixeles.

La toma de las fotografias tendra un aumento de
100X, 400X para los helmintos y los protozoarios.
Las coccidias intestinales a un aumento de 1000X.

En la figura 1 se puede observar un ejemplo de
una microfotografia de un huevo de helminto.

Figura 1
Huevo de Ancilostomideo. Imagen en JPEG. Técnica usada: FEA.
Aumento: 400X.
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2.e.- Clasificacion de las imagenes
Las imagenes seleccionadas, se clasificaran usando
lo indicado en la tabla 1.

Tabla 1.
Clasificacidon de los parasitos intestinales,
segun técnica coproparasitoldgica para su publicacion
en el album virtual

Técnicas: Directo (Lugol-Salina) y FEA

Protozoarios

Blastocystis sp. Formas con cuerpo central
Blastocystis sp. Formas granulosas
Blastocystis sp. Formas globulosas
Blastocystis sp. Formas ameboides
Blastocystis sp. Formas Quistes

Quistes de Entamoeba histolytica y/o dispar
Quistes de Entamoeba histolytica
Trofozoitos de Entamoeba histolytica y/o dispar
Quistes de Entamoeba coli

Trofozoitos de Giardia duodenalis

Quistes de Giardia duodenalis

Trofozoito de Endolimax nana

Quistes de Endolimax nana

Helmintos

Huevos fértiles de Ascaris lumbricoides
Huevos infértiles de Ascaris lumbricoides
Adulto hembra de Ascaris lumbricoides
Adulto macho de Ascaris lumbricoides
Huevos de Trichuris trichiura

Adultos de Trichuris trichiura

Huevos de Anquilostomideos

Adulto de Necator americano

Adulto de Ancylostoma duodenale
Adulto de Taenia solium

Adulto de Taenia saginata

Huevos de Taenia spp.

Huevos de Himenolepis nana

Técnica de Zielh Neelsen modificado.
Coccidias intestinales

Ooquistes de Cryptosporidium spp.
Ooquistes de Isospora belli (Cystoisospora belli)
Ooquiste de Cyclospora cayetanensis

Técnica de Baermann

Larvas rhabditoides de Strongyloides stercoralis

Técnica de la Cinta Adhesiva Transparente

Huevos de Enterobius vermicularis
Adultos de Enterobius vermicularis
Huevos de Taenia spp.

Huevos de Himenolepis nana

Tercera fase: Publicacion en la Web

3.a.- Derechos de autor

Los tramites sobre el derecho de autor, previo a las
licencias de la propiedad intelectual en el internet, se
tramitaran segan las indicaciones del Servicio Auténo-
mo de Propiedad Intelectual (SAPI 2015). Posterior a
dicha licencia para cada una de las imagenes virtuales
se escogera una licencia de CreativeCommons de
Reconocimiento-NoComercial-Sin Obra Deriada 4.0
Internacional (CreativeCommons 2001).
3.b.- Alojamiento de la pagina Web

Se trabajara en conjunto con una empresa o profe-
sional especializado en el alojamiento de paginas web
(12), con la cual se hara la estructuraciéon del sitio web
y la edicion de las imagenes. Se planificara el trabajo
desde el comienzo para almacenar la data en una base
de datos no estructurada (MongoDB 2007), con el
fin de realizar una pagina web dinamica, empleando
lenguajes de programacion ideales para Ciencia de
Datos (Data Science) tipo Python (SciPyDevelopers
2017), con sus herramientas respectivas como SciPy,
NunPy, Pandas y SciKitlearn. También se podra
explorar la posibilidad de usar el ecosistema de
paquetes (Linux foundation2017) como ecosistema
de librerias de cédigo abierto. Las posibilidades de
nuevas aplicaciones hoy en dia son infinitas y la
decision de su uso dependera de los costos.

DISCUSION

Un album de fotos virtual como proyecto resulta
muy gratificante e interesante. El proposito de docu-
mentar una coleccion de imagenes que se relacionan
entre si, con el objeto de guardarlos para ser poste-
riormente expuestos y visualizados, son utiles como
herramienta didactica en diversas areas profesionales
como salud, educacion, tecnologia, ingenieria, artes,
antropologia, botanica, zoologia, entre otras (Sampe-
dro 2013; MNA 2011; Escolastico Ledn et al. 2013).

En la actualidad existen varias aplicaciones y
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servicios web que permiten su elaboracion, desde
su organizacion, disefio, edicion, personalizacion e
incluso permiten introducir palabras clave, textos o
explicaciones de las fotografias seleccionadas y hasta
servicio de impresion si el usuario lo desea (Science-
Source 2017; Freeimages 2000).

Un album virtual ofrece la libertad de tema, disefio
y presentacion que el autor en su creatividad desea
ofrecer a los internautas, ya sea con fines didacticos,
divulgativos y también recreativos, basados en su
propia experiencia.

Algunos de los ejemplos de paginas web que se han
dedicado ala divulgacion de imagenes cientificas a nivel
mundial seran presentadas a continuacién, las cuales
son: El New England Journal of Medicine (NEJM
2017), publica imagenes de casos clinicos con fines
divulgativos y de difusién de conocimientos clinicos
entre los especialistas suscriptores de la revista. Las
imagenes fotograficas de excelente calidad son de
pacientes, imagenes radiologicas o ecograficas, de
anatomia patolégica (de tejidos microscopicos o de
piezas anatomicas), de examenes especiales como
fondo de ojo o endoscopias y otras que permitan la
resolucion del caso clinico presentado.

La Universidad de Malaga (UCiencias 2017) en
Espafia, tuvo laideade publicar un banco de imagenes
en la pagina de la Universidad, para que sus usuarios
estudiantes y profesores, la utilicen como plataforma
para exponer sus contribuciones fotograficas.

(2017) es
norteamericana, con casi 50 afios de experiencia,

ScienceSource una empresa
que vende imagenes digitales, en el area de la ciencia.
No incluye imagenes de parasitos intestinales pero si
de otros microrganismos del area de la microbiologia.
La variedad y calidad de las imagenes, merecen aten-
cién y divulgacion de la informacion.

Son escasas las publicaciones especificas tipo
album virtual o digital en el area de la salud, lo que
predominan son atlas especializados de parasitologia
(Angélica M 2008), microbiologia o ecologia (Univer-
sidad de Cundinamarca 2014; Escolastica Ledn et al.
2013). La creaciéon de un album de fotos cientificas de
parasitos intestinales de la SGH se unira a los pocos

ya publicados en la web, contribuyendo a ampliar la
informacion global en esta categoria especificamente
(Flérez Juarez 2013).

En Venezuela, la publicacion de un foto album
virtual o digital, sobre parasitos intestinales con fines
divulgativos y/o educativos no existe, si se realiza la
busqueda en la web por imagenes, s6lo apareceran
imagenes fotograficas publicadas aisladamente,
algunos con la modalidad galeria, de instituciones o
personas, coleccionadas o no, sin organizaciéon ni las

otras caracteristicas de un album.

CONCLUSIONES

La planificacion de este album de fotos virtual de
parasitos intestinales de la SGH, es el primer paso
para su creacion, el cual seria el primero en su cate-
goria, cuyo banco de imagenes de microfotografias
son propias de la experiencia asistencial y de investi-
gacion, labor que lleva a cabo desde sus inicios en el
afio 1947.
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RESUMEN

INTRODUCCION: La toxocariasis es una zoonosis prevalente en muchas
regiones tropicales y subtropicales. En Venezuela existe un nimero relativa-
mente bajo de investigaciones, pese a su alta frecuencia, cuando es buscada. En
este estudio se revis6 el comportamiento en 6 afios de los pacientes atendidos
en el Instituto de Medicina Tropical (IMT) para esta patologia.

METODOS: Se realizé un estudio observacional, en el periodo 2011-2016,
evaluando los diagnosticos y las principales caracteristicas de los casos aten-
didos con toxocariasis en el IMT, por técnicas inmunoldgicas como ELISA,
Western-bloty ELISA-Avidez-IgG.

RESULTADOS: Se atendieron 2.750 casos (408 casos por afio +184); 69,5%
correspondieron a toxocariasis visceral. La edad promedio de los pacientes fue
20,43 anos (IC95% 19,5-21,27), 54,9% del género masculino; 51,47% refirio la
posesion de mascotas, 40,46% eran del Distrito Capital (resto de los 24 estados).
Del total, 53,02% fueron positivos por ELISA, en estos la mediana de Avidez
de anticuerpos IgG anti-Toxocara fue de 86%. En cuanto a la eosinofilia, los
valores promedios fueron de 22,6% (IC95% 21,1-24,1%), mayores en aquellos
con ELISA positiva (promedio 23,9%) (p=0,0268), también significativamente
mayores en pacientes con toxocariasis visceral (22,9%) (p=0,0364).

DISCUSION: La toxocariasis sigue siendo un importante problema de salud
publica que requiere mayor estudio y evaluacién, ejemplo estudios trasversales
y prospectivos para precisar mejor su comportamiento epidemiolégico, asi como
en el conocimiento de su impacto clinico. El desarrollo de mejores técnicas de
diagnoéstico, y en particular de biologia molecular, son una clara necesidad en
Venezuela y otros paises de la region.

Palabras Clave: toxocariasis; Toxocara canis; Toxocara cati; epidemiologia;
inmunodiagnoéstico; Venezuela.

CHARACTERIZATION OF CASES TREATED FOR VISCERAL AND OCULAR
TOXOCARIASIS OF THE TROPICAL MEDICINE INSTITUTE, CARACAS,
VENEZUELA, 2011-2016.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Toxocariasis is a zoonosis, prevalent in many tropi-
cal and subtropical regions. In Venezuela, there are a relatively low number of
investigations, despite its high frequency, when it is sought. For these reasons
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we reviewed the trends and features in 6 years, of the
patients attended in the Tropical Medicine Institute for
this pathology.

METHODS: An observational study was carried out
in the period 2011-2016, evaluating the diagnoses and
main characteristics of the cases treated with toxocaria-
sis in IMT, using immunological techniques such as ELISA,
Western-blot and ELISA-avidity-IgG.

RESULTS: 2,750 cases were attended (408 cases per
year + 184); 69.5% were visceral toxocariasis. The mean age
of the patients was 20.43 years (95% CI 19.5-21.27), 54.9%
of the male gender; 51.47% referred to the possession of
pets, 40.46% were from the Capital District (rest of the
24 states). Of the total, 53.02% were positive by ELISA, in
these, the median avidity of anti-Toxocara IgG antibodies
was 86%. As for eosinophilia, the mean values were 22.6%
(CI95% 21.1-24.1%), higher in those with positive ELISA
(mean 23.9%) (p=0.0268), as well significantly higher in
patients with visceral toxocariasis (22.9%) (p=0.0364).

DISCUSSION: Toxocariasis remains a major public
health problem, requiring further study and evaluation.
Cross-sectional and prospective studies are needed to
better define its epidemiological behavior, as well as its
clinical impact. The development of better diagnostic
techniques and molecular biology in particular, is a clear
need in Venezuela and other countries in the region.

Keywords: toxocariasis; Toxocara canis; Toxocara cati;
epidemiology; inmunodiagnosis; Venezuela.

INTRODUCCION

La toxocariasis continta siendo un importante
problema de salud publica en muchos paises, incluida
Venezuela'™. Esta zoonosis tiene multiples implica-
ciones epidemiologicas®!!, asi como clinicas!®!’, por
lo cual cobra gran importancia una mayor investi-
gacion de la misma. Sin embargo, aun el ntmero de
estudios publicados en el pais, asi como en otros de
América Latina, es limitado'®. También es importante
mencionar que se requiere mejorar la disponibilidad
de técnicas de diagnoéstico inmunoldgico y molecular
que permitan una mejor identificacion de los casos! #
419 especialmente aquellos que pueden considerarse
agudos y que ameritan tratamiento para evitar las
multiples consecuencias, que tanto la toxocariasis
visceral como la ocular pueden tener?® 2"

Los estudios transversales de seroprevalen-
cia, fundamentalmente basados en pruebas como
la ELISA, han encontrado en América Latina una
variacion de 1 a 67%°% 22, En el caso de Venezuela, en
el mismo rango, donde ademas de la prevalencia de

infeccion en perros, se ha encontrado alrededor de

12% y 65% en suelos en algunos lugares® 22,

La mayoria de los estudios de toxocariasis en
Ameérica Latina estan basados en pequenas muestras,
poco representativas, y fundamentalmente limitadas
a lugares puntuales, en tiempo y espacio® 22, Por estas
razones, el presente estudio, caracteriza el compor-
tamiento de la toxocariasis en mas de 2.750 casos
evaluados en un periodo de 6 afios, con pacientes
procedentes de todo el territorio nacional, mostrando
la importancia de esta zoonosis parasitaria y de su
alta prevalencia.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio observacional sobre la base
de sujetos atendidos en el Instituto de Medicina
Tropical en el periodo 2011-2016 (para el afio 2016
solo se presentan resultados obtenidos durante el
periodo enero-marzo), con una muestra no aleatoria,
en la Seccion de Inmunoparasitologia, procedentes de
diferentes lugares de Venezuela.

Todos los participantes fueron entrevistados para
determinar la presencia de factores asociados a la
infeccion (como tenencia de mascotas) y se realizd
examen clinico general. Asimismo, se obtuvo una
muestra de sangre de cada individuo, para la obten-
ci6on de suero (para ELISA y ELISA-Avidez-Ig G) y con
anticoagulante para realizar el contaje relativo de
eosinodfilos (%).

Las muestras de suero fueron procesadas
mediante la técnica de ELISA para detectar anticuer-
pos especificos contra Toxocara, mediante el método
estandarizado en el IMT en estudios previos.

Los resultados fueron almacenados en una base
de datos elaborada con la hoja de calculo Excel y el
analisis estadistico se realizo con el paquete estadis-
tico Stata v.14.0 ® (licenciado para la UTP). Las
variables cuantitativas se resumieron como prome-
dios, con desviaciones estandar y/o intervalos de
confianza del 95% (IC95%). Se analizaron frecuencias
absolutas y relativas (con rangos intercuartiles para
dispersion), se buscaron diferencias en la distribucion
de individuos en cada factor estudiado, tanto clinico
como epidemiologico, con respecto al resultado de la
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prueba inmunolégica; estas diferencias fueron verifi-
cadas mediante la prueba de X2 y t de Student, luego
de verificar supuestos (normalidad con la prueba de
Shapiro-Wilks), con un nivel de confianza de 95%, p
significativa <0,05.

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio (6 arfios) se
atendieron un total de 2.750 casos evaluados inmu-
nolégicamente, para un promedio de 408 casos por afio
(x184/afo, minimo 90 en 2016, maximo 616 en 2012)
(Figura 1). Del total de casos, 69,5% correspondieron
a toxocariasis visceral y 30,5% a toxocariasis ocular.

La edad promedio de los pacientes fue 20,43 afios
(IC95% 19,5-21,27), siendo mayores las pacientes del
género femenino, 22,5 afios (IC95% 21,2-23,8) que las

700

de pacientes del género masculino, 18,8 afios (IC95%
17,6-20,0) (p=0,0001). En cuanto al género, 54,9%
correspondio6 al género masculino y 45,1% al femeni-
no. Del total de casos, 51% correspondié a menores
de 10 anos de edad (Figura 2).

Los casos de toxocariasis visceral ocurrieron en
pacientes de edad promedio 16,74 afios (IC95% 15,8-
17,7), en tanto los de toxocariasis ocular con edad
promedio 28,7 afios (IC95% 27,2-30,2) (p<0,0001).

De los pacientes, en 51,47% refiri6 la posesion
de mascotas (48,53% no). Sin diferencias significati-
vas segun fuese toxocariasis visceral o toxocariasis
ocular (p=0,537).

En cuanto a la procedencia 40,46% eran del Distri-
to Capital, seguidos por 35,9% del estado Miranda,
seguidos por otros estados (Figura 3), en total 24
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estados. También se identificaron 2 casos importa-
dos, uno de Colombia y otro de Pert (paises donde la
toxocariasis es una patologia presente también).

Del total de pacientes evaluados, 53,02% fueron
positivos por ELISA para anticuerpos anti-Toxocara.
En los casos positivos por ELISA, la mediana de Avidez
de anticuerpos IgG anti-Toxocara fue de 86% (rango
intercuartil 62-100), correspondiendo 82,6% a un
valor >50%, 11,6% a 30-50% y 5,8% a valores <30%.

En cuanto a la eosinofilia, los valores promedios
fueron de 22,6% (IC95% 21,1-24,1%), mayores en
aquellos con ELISA positiva (promedio 23,9%) en
comparacion con ELISA negativa (promedio 20,8%)

(p=0,0268). De igual forma, siendo significativa-

900

800

mente mayores en pacientes con toxocariasis visceral
(22,9%) en comparacion con aquellos con toxocaria-
sis ocular (14,4%) (p=0,0364).
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DISCUSION

La toxocariasis contintia siendo un importante
problema de salud publica?*?6, Como agente causal
del sindrome de larva migrans visceral y del sindrome
de larva migrans ocular'®?!-2"-28 Toxocara canisy Toxo-
cara cati, producen un amplio espectro clinico que aan
precisa ser mejor clarificado. Esta infeccion zoonética
representa un considerable reto diagnoéstico para el
clinico y en tal sentido, las técnicas de diagnostico
inmunologico proveen en los actuales momentos el
unico medio para poder identificar casos especial-
mente agudos y créonicos® 2932,

El presente estudio representa un importante
esfuerzo en cuanto al nimero de casos incluidos, mas
de 2500 evaluados inmunolbégicamente durante 6
afnos en el principal centro de referencia para el diag-
nostico de esta patologia en el pais. Consistente con
lo reportado en la literatura cientifica internacional,
la edad promedio de los casos en este trabajo, estuvo

por debajo de 21 afios de edad, siendo mas de la mitad
de los casos menores de 10 afios?! 3.

En el Instituto de Medicina Tropical se pudo llevar
a cabo el diagnostico a través de ELISA asi como,
Western-blot y de la técnica de avidez de anticuerpos
IgG1, 2. De acuerdo con las caracteristicas clinicas y
de laboratorio de la infeccion, los valores promedios
de eosinofilia estuvieron alrededor del 22%, siendo
significativamente mayores en aquellos que fueron
ELISA positivos®*. Es de notar que el nimero de casos
atendidos en el tiempo ha disminuido considerable-
mente desde el anno 2011 y 2012 hasta el afio 2015.
Finalmente, es de destacar los resultados, que a pesar
de corresponder mas del 40% de los casos a pacientes
que proceden del Distrito Capital, existe una amplia
variedad de procedencias de practicamente todos los
estados en el territorio nacional!? 341,

Para la toxocariasis, existe actualmente un impor-
tante esfuerzo en incrementar las técnicas serologicas
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para la deteccion de anticuerpos anti-Toxocara canis®
3.4.19.20.22.35.42 que se basen en antigenos de excrecion
y secrecion (TES) con ELISA y Western-blot (Cuadro

1), entre otros21.

En este contexto existe una clara necesidad
de incrementar los estudios serologicos tanto en
Venezuela, como en otros paises de la region donde
revisiones recientes indican que existe una carencia
de datos que permitan estimar con mayor precision la
seroprevalencia en humanos asi como la prevalencia

en suelos y en animales!: 3 4 18.21.22,34,38,39

Cuadro 1.

Técnicas seroldgicas para la deteccién de anticuerpos
anti-T. canis?'.

Técnica Propdsito y desempeno

IgG-TES-WB Deteccion especifica de IgG total en
suero humano, con alta especifici-
dad y menor reaccién cruzada.

IgG-TES-ELISA Deteccion especifica de IgG total en

suero humano, con sensibilidad de
97% y especificidad de 36%

IlgG1-TES-ELISA Deteccion especifica de subclase
IgG1 en suero humano, con sensibi-

lidad de 60% y especificidad de 76%

IlgG2-TES-ELISA Deteccion especifica de subclase
IgG2 en suero humano, con sensibi-

lidad de 98% y especificidad de 71%

IlgG3-TES-ELISA Deteccion especifica de subclase
IgG3 en suero humano, con sensibi-

lidad de 78% y especificidad de81%

IlgG4-TES-ELISA Deteccion especifica de subclase
IgG4 en suero humano, con sensibi-

lidad de 64% y especificidad de 71%

IgG4-rTES-ELISA Deteccién especifica de subclase
(rTES-30USM, rTES- IgG4 en suero humano, con sen-
120) sibilidad de 93% y especificidad
incrementada

IgM/G-TES-ELISA
(TES-58 and TES-68)

Deteccion especifica de IgG o IgM en
suero humano, con sensibilidad de
100% y especificidad de 100%

IgG-TCLA-ELISA Deteccion especifica de IgG total en
suero humano, con sensibilidad de

92% y especificidad de 87%

IlgG-dTES-ELISA Deteccion especifica de IgG total en
suero humano, con sensibilidad de

100% vy especificidad de 100%

IlgG-dTES-WB Deteccion especifica de IgGtotal en
suero humano, sin reaccion cru-
zada con las fracciones 32 kDa, 55
kDa, y 70 kDadel dTES

Avidez de IgG Medicién del indice de avidez IgGen

suero humano, con sensibilidad de
44% y especificidad de 83%

Deteccién especifica de IgGtotal en
suero humano, con sensibilidad de
92% y especificidad de 95%

1gG-DiM-BSA-ELISA

Se requiere desarrollar consensos para el diag-
nostico de la toxocariasis en humanos4, seguir
mejorando la disponibilidad de pruebas diagnosticas
y precisar en cuanto al espectro de manifestaciones
clinicasl, 3, 19, 20, no solamente aquellos de presen-
tacion visceral sino también de presentacion ocular
y finalmente continuar en el desarrollo de nuevas
opciones terapéuticas para el tratamiento22, 35, 42.
Como se ha venido adelantando en afios recientes, es
importante también mencionar a la luz de estos resul-
tados y dado al gran volumen de casos reportados en
6 afios que se necesita incrementar el conocimiento
por parte del personal de salud sobre esta enferme-
dad. Estudios recientes han reportado que menos de
la mitad de los especialistas conocen correctamente
como hacer el diagnostico clinico y de laboratorio de
esta patologia43.

La toxocariasis puede considerarse una patologia
desatendida y como tal deben profundizarse los
estudios a nivel epidemiologico, clinico, terapéutico
y también preventivo. A nivel diagnostico, particu-
larmente la biologia molecular, con el uso de la PCR
44-59, para la identificacion de las infecciones por
Toxocara, son una clara necesidad en Venezuela y
otros paises de la region.
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Histoplasmosis en Venezuela:
un enemigo no sospechado

RESUMEN

Se recopilan evidencias con respecto a la epidemiologia de la histoplasmosis,
obtenidas durante los tltimos 70 anos en Venezuela, extraidas de los diferentes
estudios realizados en el pais, en los cuales se demuestra la existencia de esta
micosis en nuestro medio. El objetivo fue estimular el interés entre nuestros
meédicos, por la busqueda de esta micosis.

Palabras clave: Histoplasmosis; Histoplasma capsulatum; epidemiologia;
histoplasmina; micosis endémicas

HISTOPLASMOSIS IN VENEZUELA: AN UNSUSPECTED ENEMY

ABSTRACT

Evidence related to the epidemiology of histoplasmosis during the last 70
years in Venezuela is gathered, extracted from several studies performed in the
country, in which the presence of the disease is demonstrated. The aim was to
raise the awareness of our physicians for the search of the mycosis.

Key words: Histoplasmosis; Histoplasma capsulatum; epidemiology; histo-
plasmine; endemic mycosis

INTRODUCCION

La histoplasmosis es una enfermedad granulomatosa, producida por un
hongo dimorfo Histoplasma capsulatum (Hc). Fue descubierta por Darling, un
anatomopatologo norteamericano en Panama en 1905 (Rippon 1988). Tiene una
distribucion geografica amplia, con grandes variaciones en su incidencia en los
diferentes paises. En América Latina, las areas de mayor prevalencia se encuen-
tran en Venezuela, Colombia, Brasil, Argentina, Ecuador, Paraguay, Pert México
y Uruguay. En América del Norte, los valles de los rios Mississippi y Ohio se
cuentan entre las principales areas afectadas. En Africa, se observa en la region
Sub-Sahariana. Es endémica en el suroeste de Asia y China. En Europa se han
reportado pocos casos (Bahr et al, 2015 y Wheat 2016).

Datos epidemiolégicos actuales han identificado una tendencia
ascendente en la incidencia de histoplasmosis en Venezuela y otros
paises (Mata-Essayag et al 2008, Bahr et al, 2015, Wheat 2016), siendo
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una de las micosis endémicas mas frecuente en la
poblaciéon general en nuestro pais y la mas importante
en nifios (Albornoz 1985, De Sousa 1987, Castro et al
1990, Vargas 1997, Mata-Essayag et al 2006, Lopez et
al 2016)

Esta enfermedad ha emergido como problema
en muchas areas urbanas a pesar de haber sido
considerada por afios como una micosis de las comu-
nidades rurales. (Vargas 1997, Mata-Essayag et al
2008) Esta variacion en la epidemiologia, pudiera
ser una consecuencia del cambio climatico y de la
contaminacion ambiental, causada por remocion de
grandes cantidades de tierra, ocasionada por deslaves
durante las épocas de lluvia, construccion de tineles
del metro, sistema ferroviario y grandes comple-
jos habitacionales en las ciudades. Sin dejar de
mencionar ademas, las condiciones socioeconémicas
deficientes de la poblacion (desnutricion y estrés) y
por ultimo, la migracion de aves y murciélagos desde
su habitat natural, como consecuencia de la tala y
deforestacion de areas aledafias a las zonas urbanas.
Este dato es importante, si se toma en cuenta que Hc
vive en el suelo enriquecido con deyecciones de aves,
murciélagos y quizas de otros animales (Emmons
1950, Conant 1972, Rippon 1988)

Cabe destacar, que la epidemia de SIDA ha aumen-
tado considerablemente la incidencia de esta micosis
en Venezuela y en otras partes del mundo y ha traido
a la luz muchas areas geograficas en donde no se
sabia que la histoplasmosis era endémica. Han sido
reportados casos en estas regiones, haciendo que la
distribucion de la histoplasmosis se expanda (Bahr et
al, 2015, Wheat 2016). Desde 1987, esta micosis esta
incluida entre las infecciones marcadoras de SIDA, y
en Venezuela juega un papel muy importante como
coinfeccion en los pacientes VIH/SIDA (Landaeta-
Nezer et al 2015)

El espectro de presentaciones de la enfermedad
es una consecuencia de las relaciones entre diversos
factores, tales como el tamano del in6culo, el grado de
exposicion a las conidias del hongo y las condiciones
del huésped (Rippon 1988).

En Venezuela, nuestro conocimiento acerca de

la incidencia real de la infeccion y de la enfermedad
es deficiente, entre otras causas debido a que sus
manifestaciones clinicas son poco caracteristicas y
muy variables, a la escasa informacion que tienen las
instituciones de salud publica sobre esta entidad y
a la pobre informacién de los médicos en temas de
micologia.

La intencion de esta revision es suministrar datos
acerca de la epidemiologia de esta micosis, obtenidos
de diferentes estudios realizados en el pais, en los
cuales se evidencia la existencia de la histoplasmosis
en nuestro medio, con la intencion de elevar el indice
de sospecha de la misma en nuestros profesionales
de la salud.

EPIDEMIOLOGIA

Histoplasma capsulatum es un hongo que posee
un dimorfismo térmico. La forma de moho se encuen-
tra en el medio ambiente, en la tierra, casi siempre
a 20 cm de la superficie, a temperaturas que oscilan
entre 20 y 28 °C y la forma de levadura en los tejidos
de animales parasitados, generalmente en el interior
de las células del sistema macrofagico fijo (Rippon
1988).

En la naturaleza, He crece en suelos que contienen
abundantes cantidades de nitrégeno y fésforo,
asociado esto a lugares con excrementos parcialmente
descompuestos de palomas, guacharacas, gallinas,
guacamayas, zamuros, murciélagos y quizas de otros
animales, por lo cual es posible encontrarlo en galli-
neros, cuevas, agujeros de arboles y en los llamados
“ambientes abiertos”, los cuales son zonas asociadas
igualmente a las excretas de aves y murciélagos. En
este tipo de ambiente juega un papel determinante
la desecacion y la diseminacion de los aerosoles
infectantes por el viento. Desde el punto de vista
epidemiologico es importante porque puede aclarar
el origen de brotes epidémicos urbanos (Ajello 1961,
Wheat 1992, Taylor et al 1997).

Hc
temperatura, humedad y precipitaciones. Por esta

requiere de condiciones especiales de

causa, se ha sefialado que pertenece al grupo de las
micosis de distribuciéon geografica, entre las cuales

86 | Tribuna del Investigador | Vol. 19,No 1, 2018



Histoplasmosis en Venezuela: un enemigo no sospechado

se encuentran también la paracoccidioidomico-
sis y coccidioidomicosis. Las condiciones para su
desarrollo son temperatura entre 22y 29° C, humedad
de 67 a 87% y un promedio de precipitacion anual
de 1000mm (Rippon 1988) Cuando se alteran estos
ambientes, las conidias se volatilizan y pueden viajar
varios kilémetros. Los seres humanos y otros animales
se infectan por inhalacion de las microconidias y frag-
mentos de hifas libres en el ambiente, principalmente
por via inhalatoria. Se ha descrito también la trans-
mision transplacentaria, traumatica por accidente
laboral en laboratorios de diagnéstico y por via diges-
tiva (Rippon 1988, Carlucci 2016).

Los brotes epidémicos se han relacionado
con actividades que alteran el nicho ecologico y
la formacién de aerosoles del hongo, tales como
movimientos teltricos, limpieza de locales abandona-
dos, tala de arboles, construcciones de viviendas y
sistemas ferroviarios, recoleccién de guano, mineria
y la espeleologia, entre otras. Una exposicion repetida
a cantidades abundantes de conidias en ambientes
cerrados puede resultar letal, mientras que las exposi-
ciones moderadas provocan infecciones de gravedad
variable, que dependen de la naturaleza de la inmuni-
dad del individuo (desnutricion, inmunocompromiso,
inmunosenescencia) (Rippon 1988, Wheat et al 2016).

Histoplasma capsulatum es un microorganismo
con gran capacidad de producir infeccion, pero de
baja patogenicidad y virulencia, por lo que no es tan
frecuente la enfermedad en personas inmunocompe-
tentes (Wheat et al 2016).

La puerta de entrada es el tracto respiratorio,
desde donde se inicia una infeccion primaria, por lo
general autolimitada y benigna. El individuo infec-
tado porta los microorganismos durante muchos afios
después de esta primoinfeccion, sin presentar signos
ni sintomas de enfermedad. En areas endémicas se
infectan tanto animales domésticos como silvestres
con Hc, hecho comprobado en perros, gatos, ovinos,
porcinos, ratas caseras y de los tejados, hurones,
ratones, mofetas, zarigiieyas, zorros, mapaches y
marmotas. El indice de infeccion varia segin la locali-

zacion geografica y la especie animal. En Missouri se

encontr6 reaccion positiva a histoplasmina en 73% de
equinos, 34% de ovinos, 12% de bovinos y 12% de
porcinos (Conant 1972). Emmons aislé Hc a partir de
ganglios linfaticos mediastinicos en 44% aproximada-
mente de 50 perros y 50 gatos en Loudoun County,
Virginia. En los animales son raras las infecciones
espontaneas mortales que se observan en el hombre,
pero el perro parece ser mas susceptible (Emmons,
1950). En este sentido, en la Seccién de Micologia
Médica hemos diagnosticado recientemente 4 perros
con histoplasmosis.

La histoplasmosis es usualmente subclinica,
excepto en pacientes inmunocomprometidos, tales
como los enfermos de SIDA, con enfermedades
hemato-oncologicas, receptores de transplantes de
organos, desnutridos, lactantes, escolares, embaraza-
das y ancianos (Mata-Essayag et al 2006, Mata-Essayag
2008, Landaeta-Nezer et al 2015, Landaeta et al 2016).

La infeccion por Hc causa un amplio espectro
de manifestaciones clinicas, desde una enfermedad
catarral parecida a la gripe, hasta la enfermedad
pulmonar cavitaria cronica y en algunos casos, formas
diseminadas. Aunque estas Gltimas pueden compro-
meter la vida del paciente, la mayoria de los individuos
se recuperan sin presentar complicaciones cuando
son tratados oportunamente (Wheat et al 2016).

El conocimiento actual acerca de la distribucion de
este hongo y de la enfermedad que produce en todo
el mundo y en Venezuela, se basa principalmente en
las pruebas de hipersensibilidad a la histoplasmina,
con informacion complementaria del aislamiento
del hongo en los suelos, estudios de casos clinicos y
autopsias. Muchos de los estudios fueron conducidos
en el periodo 1950-1970. Sin embargo en la actuali-
dad, a pesar de los pocos trabajos realizados, los datos
obtenidos sugieren que se mantienen los mismos
encontrados en el siglo pasado y recientemente en
algunas regiones se ha observado el incremento de
la micosis o emergencia de la misma. (Mata-Essayag
2008, Landaeta-Nezer 2015, Bahr et al 2015).
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EVIDENCIAS DE LA ENDEMICIDAD EN
VENEZUELA.

a) Pruebas intradérmicas de histoplasmina.

En Venezuela se conoce la histoplasmosis, desde
1949 por Campins y Scharyj cuando realizaron la
primera encuesta epidemiolégica en escolares de
reflej6 que 13,7%
individuos estudiados habian tenido una exposicion

Barquisimeto, la cual de los
anterior al hongo, comprendiendo casos tuberculino
negativos con calcificaciones en la radiografia de térax
(Campins et al 1950), también fueron descritos en 1945
por Christie y Paterson y en 1946 por Palmer en USA,
quienes habian observado calcificaciones pulmonares
en sujetos negativos a la tuberculina e histoplasmina
positivos, este es el primer indicio de que la histoplas-
mosis es una enfermedad comitin y ademas benigna en
la mayoria de los casos (Rippon 1988).

Se suceden entonces encuestas epidemiologi-
cas que demuestran la infeccibn en personas
procedentes de distintas regiones del pais, entre las
mas importantes tenemos: Pollak en 1953 informa
de la positividad a la histoplasmina en alumnas de la
escuela de enfermeras de Caracas, provenientes de
diferentes zonas del pais, que alcanza hasta un 35,6%
(Baldo et al 1961).En 1954 Murzi y Galindo, en 999
pruebas realizadas en escolares menores de 15 afos
en el Edo. Tachira, consiguen un 18,34% de positivi-
dad en San Cristébal y 29.4% en Rubio (Vargas 1997).
Moncada y col en Mérida en 1957 obtuvieron un 25%
de sensibilidad a histoplasmina (Bald6 et al 1961),
cifra corroborada por Salfelder y col. en 1964 cuando
al revisar 244 autopsias encuentran que el 25%
presentaban lesiones histoplasmoésicas pulmonares
y/o ganglionares residuales (Salfelder et al 1965).
Principe y col. en 1959, en un estudio que abarcé a
40.000 personas a nivel de gran parte del territorio
nacional, con diferentes edades, conjuntamente con
estudios radiolégicos, para investigar la presencia de
calcificaciones o infiltrados en pulmén, encontraron
un alto porcentaje de reactores a la histoplasmina, en
zonas consideradas de alta endemicidad, como son
la region minera de El Callao, con 89% de pruebas

positivas, siendo igualmente altos los resultados en
Corobal 63.6% (Alto Ventuari), Cumanacoa con 60.1%
(Edo. Sucre), Perija 56.1% (Edo Zulia), Chivacoa 53%
(Edo. Yaracuy) y Tacarigua 50.5% (Edo. Carabobo); sin
embargo, en los demas estados evaluados, Tachira,
Mérida, Lara, Apure, Aragua y Dto. Federal para ese
entonces, también fue evidente la prevalencia de esta
micosis (Principe et al 1961).

De Sousa en el afio 1987, evidencia en nifos
menores de 6 aflos una positividad de 9% en Santa
Teresa del Tuy (estado Miranda) (De Sousa 1987),
cifras similares a las encontradas por Castro y col. en
Tinaquillo (estado Cojedes) en 1989, con 8.2% (Castro
et al 1990).En contraste, Rodriguez y col. en 1986, en
Zipayare, costa oriental, Edo. Zulia, encontraron una
cifra mas alta en nifios lactantes y escolares, de un
37.5% y en la Guajira Mesa y col., el mismo afio en
386 estudiantes de educacién media, encontraron
77.1%. (Rodriguez et al 1986, Mesa et al 1986).

Albornoz y Vargas en 1987, estudiando el caserio
La Culebra en el Alto Orinoco, en el estado Amazo-
nas, encuentran una positividad del 45% (Vargas et
al 1987). Igualmente Albornoz en 1994 estudia la
poblacion del municipio foraneo Las Ollas de Cara-
macate (estado Aragua) y encuentra un 61% de
reactividad (Albornoz 1994). Recientemente, Cermeno
y col. en 2004 reportan un 42.7% de positividad a la
histoplasmina en Monte Ralo, comunidad rural del
estado Bolivar (Cermerio 2004).

Kassisse y col., en El Mayar (Edo, Sucre) en 2015,
posterior a un brote de histoplasmosis aguda en
escolares, detectan una prevalencia de 27,9% en
las personas evaluadas de la localidad y un 33,7% en
Cariaco (Edo. Sucre) (Datos en publicacion)

Estas encuestas han permitido tener una idea
del grado de exposicion al hongo, de algunos grupos
etarios y de la poblacion general. Estos estudios de
prevalencia realizados en todo el territorio nacional,
evidencian que existe aproximadamente entre un
50 a 60% de positividad en la poblacion venezolana
aparentemente sana (Albornoz 1990).

Al referirnos a las micosis en Venezuela, es preciso
hablar de infeccién subclinica y de enfermedad.
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Si aceptamos que la infeccion se caracteriza por la
presencia de calcificaciones localizadas en regiones
parahiliares o bases pulmonares, acompanadas de
una prueba de histoplasmina positiva, tenemos que
admitir que Histoplasma capsulatum es el hongo
que origina el mayor numero de casos de infeccion
subclinica y el de mas amplia distribucion geografica
en nuestro pais (Vargas 1990).

b) Aislamiento del hongo

El aislamiento de H. capsulatum en el suelo,
realizado por Emmons en 1948, revela la fuente de la
infeccion de la histoplasmosis, en humanos y animales
(Emmons 1949). El descubrimiento del hongo en
el aire efectuado por Ibach y col. en 1954 apoy¢ la
hipotesis de que el aire era el vehiculo por medio del
cual se diseminaban las conidias desde su reservorio
en el suelo, entonces la inhalacién de estos aerosoles
por hombres y animales susceptibles conducian a la
infeccion.(Ibach et al 1954).

Emmons en 1961 aisla el hongo, en el suelo en las
cercanias de un centro comercial en Washington DC
y alert6 acerca del peligro que esto representaba para
visitantes del centro, vendedores y personal que labo-
raban en las oficinas del mismo, quienes se exponian
diariamente al viento con polvo que transportaba los
fragmentos de hifas y las conidias del hongo, este aporte
representa quizas el primer aislamiento en un espacio
abierto. (Emmons, 1961). Desde entonces el hallazgo ha
sido confirmado cientos de veces en zonas endémicas
alrededor del mundo, incluyendo Venezuela.

En 1954 Campinsy col. aislan el hongo por primera
vez en Venezuela en la cueva La Vieja en Sanare, Edo.
Lara (Campins et al 1955), posteriormente fue aislado
por Borelli en 1957 en los alrededores de Caracas, en el
patio de la hacienda La Urbina-Petare (Edo. Miranda)
(Borelli 1957). Montemayor y col. en 1958 en las caver-
nas del Peniéon de Guacas (Edo. Miranda) (Baldo et al
1961), Ajello y col. en 1960 en la cueva del Guacharo
(Edo Monagas) (Ajello et al 1960) y Albornoz en 1971
en Paracotos (Edo. Miranda) (Albornoz et al 1971).

En Venezuela, Cermefo y col., en 2006, refieren
aislamiento de H. capsulatum en excretas de paloma

procedentes de varios lugares del estado Bolivar
(Cermerio et al 2006).

Desde el 2009, en la Seccion de Micologia Médica
del IMT, se han estudiado 19 muestras de guano de
diferentes regiones del pais. De ellas, se logr6 aislar
Hc s6lo en una, la cual provenia de una cueva en las
cercanias de las playas de Cartipano.

En El Mayar Edo Sucre, Kassisse y col. en 2016,
como consecuencia de un brote de histoplasmosis
aguda en un grupo de escolares de esa localidad,
aislan el hongo a partir de dos muestras obtenidas
de los suelos de la comunidad, una proveniente de
un gallinero cercano al colegio y la otra, de la tierra
amontonada alrededor de un arbol ahuecado en el
cual habitaban murciélagos y en su interior habia
gran cantidad de excretas; estas fueron extraidas para
actividades ecologicas escolares, encontrandose asi la
fuente de contagio (Kassisse et al 2016).

En Venezuela se ha comprobado que el habitat
natural de Histoplasma capsulatum se encuentra en
el suelo de ciertas cuevas, zonas aledafias a estas y
en criaderos de aves de corral. Como se menciond
anteriormente, el habitat de aves asi como el de
los quiropteros son ambientes favorables para la
proliferacion del hongo y contribuyen a la disemi-
nacion de la enfermedad.

c) Aislamiento en murciélagos

Emmons es la primera persona que estudia la
asociacion de los murciélagos con la histoplasmosis y
aisla Histoplasma capsulatum del suelo contaminado
con excrementos de este quiroptero (Emmons et al
1966).

Con respecto a la histoplasmosis, los murciélagos
desempefian un doble papel, por una parte, a través
de las excretas proporcionan un sustrato muy rico
para el crecimiento y desarrollo del hongo en el suelo
y por otro lado, debido a sus habitos migratorios,
constituyen un importante vehiculo para la disemi-
naciéon del hongo en la naturaleza.

En 1969, DiSalvo, Ajelloy col. recopilaron informes
relativos al aislamiento de Hc a partir de 20 especies
de murciélagos en 10 estados de los Estados Unidos
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y en el Salvador, Panama y Colombia.(Conant 1972)

Desde 2009, se ha aislado en Venezuela Hc en 17
especimenes de murciélagos, de 25 evaluados hasta el
momento. En 12 se obtuvo el aislamiento del hongo
mediante el cultivo. En los 5 restantes la presencia
incuestionable de Histoplasma sp en los 6rganos, se
observd mediante el uso de las coloraciones espe-
ciales de Grocott, Giemsa y HE. Se ha encontrado
que el pulmén es el 6rgano mas afectado en el 68%
de los casos, en donde se evidenci6é principalmente
una neumonitis intersticial, signo inequivoco de
alteracion pulmonar a consecuencia del hongo.

Las especies en donde se encontrd Histoplasma
fueron: Carollia perspicillata, Carollia brevicauda,
Molossus molossus, Myotis nigricans, Molossus coiben-
sis, Molossus bondae, Artibeus obscurus y Saccopteryx
leptura., estos quirbpteros son muy comunes en
Venezuela, no son de costumbres cavernicolas,
tienden a formar colonias, viven en arboles bajos,
suelen morar en los techos dentro de las casas, tienen
habitos alimentarios frugivoros e insectivoros, salen
a comer en la noche y coexisten con el humano sin
mayor problema. En la mayoria de los trabajos inter-
nacionales, los principales aislamientos de Hc, se han
realizado en murciélagos con habitos cavernicolas.
Sin embargo, existen antecedentes de aislamientos
en espacios abiertos de zonas urbanas, en donde se
han registrado brotes de la enfermedad, el mas impor-
tante de ellos ocurrié en Indianapolis, USA (Wheat
1992). Fernandez en Cuba, aisl6 el hongo a partir de
los 6rganos macerados de Artibeus jamaicencis, que es
un quirdptero que ademas de habitar cuevas, vive en
troncos y ramas de grandes arboles (Fernandez 1988).
Canteros y col., en Argentina, aislaron también el
hongo de un murciélago macho de la especie Eumops
bonariensis, urbano y no cavernicola (Canteros et al
2005).

Es importante hacer notar, que nuestros
especimenes fueron suministrados por pacientes con
histoplasmosis que adquirieron la enfermedad en el
sitio de donde sustrajeron a los mamiferos. Todas las
especies estudiadas provienen del Oriente del pais,

inclusive la del estado Guarico (San José de Guaribe),

zona que queda cercana al estado Anzoategui. Aunque
no se aislo el hongo de los murciélagos procedentes
de este pueblo, el paciente viajaba mucho al estado
Anzoategui.

Adicionalmente, se han diagnosticado varios
casos de esta enfermedad en pacientes procedentes
del oriente del pais, principalmente del estado Sucre,
la mayoria de los cuales se presentan con manifes-
taciones poco frecuentes de la micosis, tales como
mastitis, uveitis, osteomielitis de la cadera y huesos
largos de la pierna. En muchos de estos pacientes se
ha encontrado el antecedente de contacto directo
con murciélagos y sus excretas. Alarmante es el
caso de un nifio de 2 afios de edad, con histoplasmo-
sis diseminada, diagnosticada por examen directo,
cultivo y serologia, quien falleci6, aunque se encon-
traba en tratamiento con anfotericina B e itraconazol.
La madre refiri6 como antecedente epidemiologico
que los murciélagos entraban a la habitacion del nifio
y que habia encontrado guano de los mismos sobre
las sabanas de su cama. Se aislé el hongo a partir
de los dos murciélagos que el padre del nifio trajo
congelados.

d) Estudios en tejidos y autopsias.

El progreso de la micologia médica nacional corre
paralelo con el desarrollo de la anatomia patologica.
La mayor parte de las primeras observaciones de las
micosis profundas conocidas en Venezuela han sido
diagnosticadas en las salas de autopsias o en los labo-
ratorios de histopatologia.

En 1953 Campins y col. confirman la enferme-
dad en Venezuela mediante la autopsia de un adulto
residente del estado Lara quien presenté una forma
generalizada de histoplasmosis (Campins et al 1953).

En 1953, Pollak, Rodriguez y Adrianza describen la
primera forma clinica pulmonar con una biopsia a cielo
abierto, en este momento Pollak logra el crecimiento
del hongo procedente de la muestra de pulmoén, en
donde observaron formas cavitarias, que los autores
describen como una de las primeras comunicaciones
en la literatura médica, acerca de estas formas produ-
cidas por la histoplasmosis. En este paciente no se
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encontr6 Mycobacterium tuberculosis (Pollak et al
1953). En 1970, Salfelder en Mérida, comunica 42
casos con lesiones diseminadas en nifios con predo-
minio en lactantes. Angulo y col. en 1985, publican 31
casos de histoplasmosis pulmonar en nifios mayores
de 3 anos. (Vargas 1997). Igualmente interesante, es
un trabajo publicado por Angulo y col. en 1985, en
donde publican cuatro casos de histoplasmosis en los
cuales se hizo la impresion diagnostica de sarcoidosis
en biopsia de ganglios linfaticos. Llama la atencion
de los autores, que en tres de los casos, el cultivo
para hongos y bacterias fue negativo, ademas uno de
los pacientes fue evaluado en USA. El diagnoéstico de
todos los casos en cuestion fue realizado por histopa-
tologia (Angulo et al 1985).

Merheb y Garcia en 1991 revisan 1791 protoco-
los de autopsias en el IAP/UCV en un periodo de 5
anos (1985-1989) y encuentran que de 66 casos con
SIDA, histoplasmosis fue la micosis mas frecuente
en un 74% de los casos, seguida por candidiasis y
criptococosis. Para estos autores, Histoplasma capsu-
latum es el hongo mas frecuentemente detectado en
los pacientes autopsiados con SIDA en Venezuela y
adicionalmente ocupa el segundo lugar entre el grupo
de pacientes inmunosuprimidos no relacionados con
el VIH, comportamiento que se mantiene hasta la
fecha de esta revision (Merheb et al 1991. Mata et al,
datos en publicacion)

En 2016 durante la investigacién de la causa de
muerte de dos mujeres embarazadas que cursaron con
distrés respiratorio en la ciudad de Barquisimeto (Edo
Lara), en la exhumacion de los cadaveres, se encontrd
que la causa de la muerte de una de las pacientes fue
un dario alveolar difuso severo (DAD) como consecuen-
cia de la presencia de Histoplasma, adicionalmente
se encontr6 Paracoccidioides brasiliensis. En el otro
cadaver, la mayoria de los 6rganos estaban alterados,
producto de la putrefaccion, sin embargo en el higado
se pudo observar Histoplasma. La embarazada era
especialmente susceptible a esta micosis.

Vale la pena mencionar una paciente de 17
afios con sospecha clinica de mieloma, procedente
de Puerto Ayacucho, con dificultad respiratoria y

presencia a nivel de pulmén de una imagen de aspecto
tumoral. Se realiza biopsia que reporta infiltrado
plasmocitario abundante y levaduras intracelulares.
Recibe tratamiento con quimioterapia y radioterapia,
sin embargo el cuadro clinico se exacerba y muere por
insuficiencia ventilatoria. Las coloraciones especiales
confirman la presencia de Histoplasma y la inmuno-
histoquimica demuestra policlonalidad, con lo que se
descarta el diagnostico de mieloma.

Asi tenemos que la comprobaciéon anatomopa-
tologica de la histoplasmosis en cadaveres, constituye
un método eficaz para fines epidemiologicos.

e) Epidemias de histoplasmosis en Venezuela.

Se han registrado en muchas partes del mundo
epidemias de histoplasmosis pulmonar aguda,
las cuales se caracterizan por la exposicion de un
pequefio grupo de personas a una gran cantidad de
conidias, en un area pequefia y usualmente todos al
mismo tiempo.

La primera epidemia de infeccion por Histoplasma
capsulatum que se registro en el pais fue descrita por
Campins y col., en 12 escolares que visitaron la cueva
de La Vieja en Sanare (Edo. Lara) en 1954, se compro-
b6 luego la presencia de Histoplasma capsulatum en
el suelo de la misma (Campins 1955).

En Venezuela son escasos los reportes descritos
en la literatura médica. La mayoria de los brotes
documentados se han relacionado con visitas a
cuevas, particularmente con la cueva Alfredo Jahn,
en la localidad de Birongo, Edo. Miranda y por lo
tanto en espacios cerrados donde la inhalacién de
microconidias presentes en el suelo contaminado con
excretas de aves y murciélagos es mucho mas facil.
Existen registrados dos brotes, uno en el 2002 y el
ultimo en 2007 (Suarez et al 2002, Telo el al 2007)

En 2016, Kassisse y col. describen en El Mayar
(Edo Sucre) una epidemia que involucré a doce estu-
diantes de un grupo escolar de la localidad, en donde
uno de los afectados muri6, se sabe que fue el que
estuvo mas expuesto a la fuente de contagio, la cual
fue identificada. Vale la pena acotar que el escolar

fallecido, estuvo acudiendo por un mes a varios

Tribuna del Investigador | Vol. 19,No 1, 2018 | 91



Sofia Mata-Essayag, Maria Eugenia Landaeta, Rommie Merino, Liseloth Garrido, David Mota, Jacinto Pineda, Maria Teresa Colella, Vanessa Pineda, Antonio Serrano,

médicos de la zona, quienes nunca sospecharon de
una histoplasmosis, el diagnostico se pens6 en el
Hospital “Dr. Santos Anibal Dominici” de Carapano.
Los autores consideran este reporte, como el primero
descrito en Venezuela de inhalacién de conidias del
hongo en espacios abiertos (Kassisse et al 2016).

EL PROBLEMA

A continuacién presentamos algunos problemas
con los que nos enfrentamos a diario:

La mayoria de los médicos en nuestro
medio considera que si se diagnostica a un
paciente con histoplasmosis y no tiene VIH/
SIDA, EL DIAGNOSTICO DE HISTOPLASMOSIS
ES INCORRECTO.

Desafortunadamente, la creencia actual entre
muchos de nuestros profesionales de la salud es
que si al paciente se le diagnostica histoplasmosis,
se asume que éste tiene VIH/SIDA. El enfermo con
serologia negativa para VIH puede ser considerado
inmunocompetente y por lo tanto es imposible que el
diagnostico de la micosis sea correcto. Existen otras
causas de inmunocompromiso que también predis-
ponen a la enfermedad por Hc Los problemas de
inmunodeficiencia primaria pueden presentarse por
primera vez en adultos y pueden deberse a muchas
causas relacionadas con el sistema inmunologico. Por
otro lado, se debe considerar (debido a la situacion
actual en nuestro pais) a la desnutricion como causa
de una inmunodeficiencia adquirida, ya que afecta la
diferenciacion, expresion y memoria de los linfocitos
T, disminuye los niveles de leptina, complemento, IgA
e IgG y la activacion de los macrofagos, lo cual podria
predisponer a infecciones (Housson et al 2011, Lopez
et al 2016).

Si se presenta un enfermo con clinica
pulmonar y con formas cavitarias,” ESO ES
TUBERCULOSIS”. Por otro lado, si se observa en
el estudio imagenologico de torax, una imagen
de aspecto tumoral. “ESO ES CANCER”

Es de gran importancia resaltar que la patogenia
de la infeccion por Hc es similar a la de la tubercu-
losis, por lo cual muchas veces son confundidas o se

presentan como coinfeccion. Desde el siglo pasado,

eminentes anatomopatologos y neumonologos
venezolanos han descrito la formas cavitarias de la
histoplasmosis (Pollak et al 1953, Baldo et al 1961,
Angulo et al 1961). Con respecto a las imagenes de
aspecto tumoral en torax pensamos que deben ser
bien estudiadas, lo cual incluye practicar el examen
micologico, observar con especial cuidado los
pacientes mayores de 60 afios, fumadores, con ante-
cedentes de contacto con tierra en algiin momento de
su vida, aves o murciélagos y pacientes que fueron
inmigrantes, procedentes de Espana, Italia y Portugal,
entre otros. Hemos observado recientemente algunos
casos con lesiones de aspecto tumoral en la radiografia
de toérax, procedentes de los paises antes menciona-
dos, cuyo diagnéstico resultd histoplasmosis

Si el paciente tiene manifestaciones clinicas
atipicas, en donde no hay alteraciones pulmo-
nares aparentes, “;DE DONDE SACA UD ESO?”.

En medicina existen enfermedades que mimeti-
zan otras patologias. En clinica, tradicionalmente
se ha pensado que desde el punto de vista de las
enfermedades inmunologicas lo hace el lupus, en
las neoplasicas el linfoma, en las infecciosas la
tuberculosis. En base a lo planteado anteriormente,
tendriamos que colocar en esta lista también a la
histoplasmosis. Se han descrito muchos tipos de
sindromes producidos por el hongo, incluyendo
mastitis, osteomielitis, anemia hemolitica, serositis,
vasculitis, ooforitis, ganglionares, meningoencefali-
tis, abscesos y LOE en cerebro, sin olvidar la fiebre
de origen desconocido, entre otros muchos. (Gta et al
2010, Negri et al 2012, Landaeta et al 2015, Landaeta
et al 2016)

Si se diagnostica histoplasmosis en un nifio
de meses, “NO, UD ESTA EQUIVOCADA, ;COMO
SE INFECTO EL NINO?”.

En Venezuela, asi como en otros paises, la histo-
plasmosis es la micosis endémica mas importante en
nuestros nifios lactantes, preescolares y escolares,
lo certifican todas las encuestas epidemiologicas ya
descritas (Albornoz 1985, De Sousa 1987, Castro et

al 1990, Vargas 1997, Mata-Essayag et al 2006, Lopez
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et al 2016). La forma de contagio puede ser trans-
placentaria o simplemente a través de las conidias
transportadas por el aire y que el nifio respira tran-
quilo en su cama por la costumbre de nosotros los
venezolanos de permanecer en nuestras casas con las
ventanas abiertas, esto ain es mas importante, si en
las cercanias de la vivienda existe remocion de tierra
por cualquier motivo.

Si el cultivo o la serologia estan negativos,
NO ES HISTOPLASMOSIS

En la histoplasmosis, el porcentaje de positivi-
dad del cultivo es de 50 a 85% de los casos y en la
serologia, es de 75%. Es decir, que existe en estas dos
pruebas la posibilidad de los falsos negativos. Esto
depende de diversos factores. En el caso del cultivo,
de la calidad de la muestra, del medio de cultivo
utilizado, de la cepa que se investiga, del crecimiento
de otros hongos en el cultivo que alteren el de Hc,
entre otras causas. Con respecto a la serologia, de la
inmunidad del paciente, y del momento en que se
tome la muestra (Wheat et al 2016). Por lo tanto, lo
ideal seria que al investigar la micosis, se tomaran en
cuenta los datos epidemiolégicos y clinicos, ademas
de aplicar todas las técnicas al alcance del laboratorio
para realizar el diagnoéstico. Cabe destacar que uno de
los métodos mas vilipendiados es el examen directo,
el cual, en manos de un personal bien entrenado, es
el que brinda mayor rendimiento. La observacion
microscopica requiere de una busqueda minuciosa
y del conocimiento de la morfologia del hongo en
el tejido. El extendido de sangre periférica, es un
método excelente, de diagnostico rapido, en el 95%
de las histoplasmosis diseminadas que ocurren prin-
cipalmente en lactantes, preescolares y ancianos,
ayudando al inicio de un tratamiento oportuno, en la
espera del resultado del cultivo (Wheat 2003).

Para finalizar, los médicos venezolanos en la
actualidad, le restan importancia a la enfermedad.
Histoplasma capsulatum es escasamente virulento,
lo que no causa mayor mortalidad en personas con
inmunidad conservada, sin embargo, debemos alertar
acerca del aumento de la sobrevida de los pacientes
inmunocomprometidos, el SIDA, los tratamientos

con esteroides, los transplantes de érganos, el uso de
drogas inmunomoduladoras, la inmunosenescencia,
los lactantes, los preescolares, el embarazo, la desnu-
triciéon y el estrés, adicionalmente la contaminaciéon
ambiental, por lo tanto, veremos incrementada la
incidencia de esta micosis y por ende, su morbilidad y
mortalidad en estas poblaciones.

Asi mismo, nos parece conveniente resaltar las
zonas de mayor endemicidad en Venezuela como son
el Dto. Capital, Edos. Miranda, Vargas, Aragua, Cara-
bobo, Zulia, Monagas, Anzoategui, Mérida, Tachira y
Sucre, sin embargo, se han reportado casos en todo
el territorio nacional. Faltaria evaluar estados como
Guarico, Barinas y Apure, de donde recibimos muchos
casos en la Seccion.

El diagnéstico de histoplasmosis no es sencillo,
asi como la sospecha de la enfermedad. Si con esta
informaciéon hemos contribuido a elevar el nivel de
busqueda entre los médicos acerca de esta micosis,
nos damos por satisfechos.

RESENA

En 1956, después de terminada la construccion de
la sede del Instituto de Medicina Tropical en los espa-
cios de la Universidad Central de Venezuela, se crea
la Seccién de Micologia Médica, en los laboratorios
211, 212 y 213 en el segundo piso de dicho insti-
tuto. La Sefiora Mildred Feo, quien tenia el titulo de
Medical Technologist de la Western Reserve Univer-
sity, Cleveland y habia realizado un entrenamiento
durante dos afnos, en levaduras patogenas al hombre
con el Dr. Potenza, en el hospital de nifios “J. M. de los
Rios”, temporalmente se encarga de la seccion hasta
lallegada en 1961 del Dr. Dante Borelli, procedente de
Uruguay, en donde se entren6 en Micologia Médica,
con el Profesor Mackinnon. Desde entonces, funge de
jefe de la misma con la asistencia de la Sra. Feo. Es asi,
como la Seccioén se encamina hacia la clinica, investi-
gacion y diagnostico de las micosis. Se emprendieron
estudios para la epidemiologia, la identificacion y
designacion de nuevas especies y géneros de hongos
patogenos, proposiciones de modelos experimentales
para el estudio de algunas de las micosis y ensayos
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con nuevos agentes terapéuticos. En esta tarea se une
la Dra. Carmen Marcano, dermatoélogo, quien impulsa
la labor asistencial de la Seccidn, los martes y jueves
en la tarde, acompafiada por la doctora Homagdi
Rodriguez, también dermatélogo, el Sefior José Salas,
dedicado y competente auxiliar de laboratorio, la Sra.
Ilva Osorio, secretaria y la Sra. Reina Camacho, obrera.
Posteriormente, se integraron las doctoras Claudia
Hartung. y Sofia Mata. El producto de lo realizado en
esa época de oro esta representado por la descrip-
cion de 10 nuevas especies patégenas al hombre,
el desarrollo de nuevos medios de cultivo para los
hongos, como son el medio casero o lactritmel y el
medio de bilis agar Feo, entre otros, asi como mas de
dos centenares de publicaciones. En 1981, posterior
a la jubilacion del Dr. Borelli, asume la jefatura de la
Seccion la Dra. Carmen Marcano. En el afo de 1996
se le otorga el nombre de “Doctor Dante Borelli” a la
Seccion A partir de 2002, después de la jubilacion de
la doctora Marcano, se encarga la Dra. Sofia Mata-
Essayag hasta la actualidad.

Quizas lo mas importante que cabe destacar en
esta resena, es la constante formacion de recursos
humanos, que se implement6é como meta especial en
la Secciodn, es asi que asistieron a la misma, personas
reconocidas en el ambito nacional e internacional,
como son los especialistas Ramén Zamora, Edgard
Belfort, Hernan Vargas, Francisco Yegres, Nicole
Yegres, Romea Misrachi, Silvya Magaldi, Maigualida
Pérez, Francisco Gonzalez, Omaira Urbina y Celina
Pérez, entre tantos otros que se nos escapan de la
memoria, ofrecemos disculpas. Sin dejar de ser menos
importantes, la gran cantidad de estudiantes de pre
y postgrado de las diferentes disciplinas de la salud,
que han acudido a nosotros para realizar sus tesis.

Otra de nuestras metas mas importantes es la de
ser centro de referencia para el diagnostico y manejo
de las micosis, en pacientes procedentes de centros
asistenciales, tales como el Hospital Universitario de
Caracas, Hospital de Nifios “JM de los Rios”, Hospital
“Elias Toro”, Oncoldgico “Luis Razetti”, Ortopédico
Infantil, Hospital Militar “Dr. Carlos Arvelo”, Hospital
José Ignacio Baldo” del Algodonal, entre otros del area

Metropolitana de Caracas y de otras ciudades del pais.

Durante el lapso de tiempo en que ésta Seccion ha
prestado servicio a la comunidad, han ocurrido multi-
ples actos de vandalismo, siendo en el tltimo afio los
peores, lo cual ha ocasionado una disminucion en la
calidad y cantidad del servicio asistencial y de inves-
tigacion que realizamos. Sin embargo, el personal
que labora en la actualidad: Sofia Mata, Maria Teresa
Colella, Vanessa Pineda, Desiree Villaroel y Raygle-
nys Rodriguez, con gran esfuerzo y con la ayuda de
muchos de nuestros pacientes, de quienes estamos
muy agradecidos, hemos tratado de continuar efec-
tuando el diagnostico y asistencia a los pacientes con

micosis, principalmente las profundas, las cuales

estamos viendo cada vez con mas frecuencia.
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Arbovirus, Miocarditis
e Insuficiencia Cardiaca

RESUMEN

Las enfermedades tropicales son enfermedades infecciosas mas prevalentes
en regiones tropicales y subtropicales. Cada ano mas de un mil millones de
personas se contagian con ellas, y mas de un millén de casos mueren por estas
afecciones entre ellas la infeccion por arbovirus.

En este articulo revisamos la afectacion cardiaca que puede llevar a insufi-
ciencia cardiaca (IC) producida por arbovirus. El 40% de la poblacion mundial
esta en riesgo de contraer estas infecciones transmitidas por mosquitos de la
especies Aedes. La IC es una complicacién importante que ha sido poco estu-
diada. La afectacion cardiaca por arbovirus puede evolucionar a cardiomiopatia
dilatada e IC. No se conoce el porcentaje en que ocurre. El Chikungunya
generalmente no es una enfermedad letal, pero la IC es la primera causa de
muerte por esta enfermedad. En cuanto al Dengue, el 45% de los casos con
signos de alarma o severos pueden desarrollar disfunciéon sistélica ventricular
izquierda. El 25% de los pacientes con Dengue y Miocarditis desarrollan IC.
Existen pocos reportes de afectacion cardiaca por Zika. Nosotros presentamos
por primera vez una serie de 9 casos con manifestaciones cardiovasculares por
Zika. De los 9, seis desarrollaron IC, 5 con Fraccién de Eyecciéon (FE) reducida y
uno con FE preservada y derrame pericardico moderado a severo.

La importancia de esta revision es un llamado a los médicos a estar
conscientes con la posibilidad de afectacion cardiaca en pacientes con estas
infecciones por arbovirus. Este conocimiento puede ayudar a establecer un
diagnostico precoz y una estrategia para mitigar las complicaciones.

Palabras clave: Arbovirus; Zika; Chikungunya; Dengue; Miocarditis Viral.

ARBOVIRUS, MYOCARDITIS AND HEART FAILURE

ABSTRACT

Neglected tropical diseases are infectious diseases that affect more than a
1 billion people in tropical and subtropical areas. These diseases have emerged
in a large number of regions and have reached clinical and epidemiological
relevance in the USA. Many of these diseases may have cardiac involvement
leading to Heart Failure (HF). Among them arbovirus infections transmitted by
mosquitoes of the Aedes species. In this review we are focussing on Chikun-
gunya, Dengue and Zika. Chikungunya is generally not life-threatening but, in
cases where it is fatal, HF is the first cause of death. In a proper epidemiologi-
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cal context the triad of fever, polyarthralgia and arrhyth-
mias suggests Chikungunya myocarditis. Dengue cardiac
manifestations include arrhythmias, HF, hypotension, and
sudden death. There are only a few reports on Zika cardio-
vascular involvement. Including HF mainly with low ejec-
tion fraction (EF), arrhythmias and chest pain.

Keywords: Neglected Tropical Diseases; Heart Failure;
Zika; Chikungunya; Dengue; Arbovirus

INTRODUCCION

Las enfermedades tropicales son enfermedades
infecciosas que son prevalentes en regiones tropicales
y subtropicales. La mayoria de ellas estan incluidas
dentro de las llamadas enfermedades desasistidas
u olvidadas. Son infecciones por parasitos, virus o
bacterias. Estas infecciones afectan a mas de un billén
de personas al afio, matan a mas de un millén y tienen
gran poder incapacitante (1-2).

Las enfermedades tropicales que afectan el
corazon pueden llevar a insuficiencia cardiaca (IC)
(3-4). Dentro de las enfermedades tropicales en esta
revision nos referimos a las ocasionadas por arbovi-
rus que son transmitidas por mosquitos de la especie
Aedes. Ellas pueden afectar un 40% de la poblacion
mundial y pueden producir arritmias, cardiomiopatias,
insuficiencia cardiaca (IC) y muerte subita.

La IC es un sindrome clinico caracterizado por
sintomas tipicos (ej: disnea, edema en tobillos y fatiga)
que puede ser acompafiado por signos (ej: presion
venosa yugular elevada, crepitantes pulmonares
y edema periférico) causado por una anormalidad
cardiaca funcional y/o estructural, que resulta en
un gasto cardiaco reducido y/o presion intracardiaca
elevada en reposo o durante el estrés (3).

La etiologia de la IC incluye hipertension arterial,
cardiopatia isquémica, cardiomiopatias incluyendo
enfermedades tropicales, diabetes mellitus, enferme-
dades valvulares y enfermedades reumaticas (3).
En el estudio PARADAGIM-HF Regional que es la
publicacion con mas casos de IC incluidos hasta el
presente, la etiologia de cardiopatia isquémica fue
menos frecuente en América Latina (43%) que en
Norte América (54%) (5). Un hallazgo similar se habia
reportado en dos ensayos sobre IC aguda, presumi-
blemente reflejando etiologias diferentes en América

Latina, incluyendo enfermedades cardiacas tropi-
cales como la enfermedad de Chagas y la afectacion
cardiaca por arbovirus (6-7).

OBJETIVO

El objetivo de este articulo es revisar la afectacion
cardiaca que puede llevar a la IC producida por 3
arbovirus: Chikungunya, Dengue y Zika. Este es un
tema relevante por las epidemias a nivel mundial que
provocan estos virus, que también afectan Venezuela.
La IC en enfermedades tropicales es un tema poco
estudiado en el caso del Dengue, Chikungunya (CHIK
V) y Zika, por lo que nos planteamos una revision
descriptiva y explorativa.

METODOLOGIA

Se investigd publicaciones desde 1970 hasta julio
2017 en busca de trabajos cientificos incluyendo
PubMed, Medline,
Research Gate, Scielo, Scivers, Embase

Google Académico, Scopus,

Se utilizaron las palabras claves: Arbovirus,
Tropical Diseases and Heart Disease, Heart Failure,
Cardiologia Tropical, Neglected Tropical diseases,
Zika, Chikungunya, Dengue, Viral Myocarditis.

Se realiz6 una evaluacion critica de los traba-
jos seleccionados analizando el titulo, resumen
incluyendo las conclusiones.

Se identificaron y revisaron los estudios relevantes
que se seleccionaron para su revision completa.
Adicionalmente se consultaron libros de Cardiologia
y Medicina Tropical. Se investigb por tweeter con
las mismas palabras claves y se consulté a expertos
en la materia. También se concluy6 2 trabajos que
realizamos en la Seccion de Cardiologia Tropical de
la Universidad Central de Venezuela. El primero es
un articulo observacional prospectivo multicéntrico
de 277 pacientes con Chikungunya (CHIK V) de la
epidemia de Venezuela incluidos independientemente
si presentaban o no manifestaciones cardiovasculares,
evaluado cardiolégicamente en forma sistematica
y cuyo resumen fue aceptado para publicacién en
Congresos del American College of Cardiology, Ameri-
can Heart Association, Sociedad Europea de Cardiologia
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y la Sociedad Espafiola de Cardiologia analizando
diversos aspectos (8-10). El segundo sobre un estudio
observacional prospectivo de 9 pacientes con Zika y
afectacion cardiaca que se presentd y publico en el
Congreso ACC 2017, Mayo Clinic 2016 y Europeo de
Insuficiencia Cardiaca 2017.

Los documentos filtrados se leyeron en detalles,
se organiz0, se disefiaron mapas mentales y con estos
documentos se describio el conocimiento actual sobre
el tema, los vacios existentes y finalmente se redacto
criticas sobre estos estudios y las conclusiones.

CHIKUNGUNYA

La fiebre Chinkungunya (CHIK V) es una enferme-
dad viral transmitida al humano por la picadura de un
mosquito hembra infectado de la especie Aedes (11).
Es causada por un virus ARN del género Alfavirus, la
familia Togaviridae. La enfermedad se describioé por
primera vez en un brote ocurrido en Tanzania en 1952.
Chikungunya es una voz del idioma Kimakonde que
significa doblarse, en alusion al aspecto encorvado de
los pacientes debido a dolores articulares (12-13).

VECTORES

Los vectores principales de esta enfermedad
son el Aedes Aegypti (patas blancas) y el Aedes
Albopictus (tigre), ambos mosquitos estan amplia-
mente distribuidos en el tropico, y el Albopictus se
presenta también en latitudes mas templadas a nivel
mundial, incluyendo a Europa y Estados Unidos. Son
los mismos transmisores del Zika y Dengue, CHIK V' y
fiebre amarilla (13-14).

IMPORTANCIA MUNDIAL DE LA FIEBRE POR
CHIKUNGUNYA

La Chikungunya constituye un grave problema de
Salud Publica a nivel mundial que se estima podria
llegar a afectar el 40% de la poblacion, cifra que se
calcula para el Dengue. Aunque se considera una de
las principales enfermedades de los viajeros, también
se ha demostrado transmisién local en regiones
no tropicales como Europa y Estados Unidos de
Norteamérica. La enfermedad se ha detectado en mas

de 60 paises de Asia, Africa, Europa y las Américas
(13-14).

CHIKUNGUNYA EN VENEZUELA

En Venezuela no se ha publicado datos oficiales
recientesde morbilidad y mortalidad por Chikungunya.
La oficina Panamericana de la Salud y la Organizacion
Mundial de la Salud en un boletin reciente actualizado
al 9 de septiembre del 2016 senalan en la semana 32
un total de 3107 casos sospechosos y 68 confirmados,
una tasa de incidencia de 10%, sin casos fallecidos
(15). Torresy Colaboradores publicaron recientemente
una serie de 4 casos de la forma atipica y letal de
Chikungunya en Venezuela, de los que fallecieron tres
(16). Estos autores estan conscientes de al menos 20
muertes adicionales confirmados virolégicamente en
Venezuela y estiman el namero de casos de Chikun-
gunya en mas de 1900000, esto basado en el nimero
de casos agudos febriles no explicados vistos en
dependencias del Ministerio del Poder Popular para
la Salud desde junio del 2014, cuando se confirmo el
primer caso autéctono (16).

CHIKUNGUNYA EN ESPANA

En Europa en general y en Espana en particular
se reporta anualmente numerosos casos de CKIK V
en viajeros, cifra que llego a 1450 casos en 2009 la
mayoria proveniente de Latinoamérica. En Esparia no
se ha reportado transmision autoéctona que es facti-
ble, pues la misma esta ligada a la importacion del
virus por pacientes infectados y expuestos al vector
(16-17).

Recientemente se publico en Espafia 10 casos en
viajeros provenientes del Caribe (17-18).

MANIFESTACIONES CLINICAS DE
CHIKUNGUNYA

La mayoria de los pacientes infectados con
Chikungunya son sintomaticos (72 — 97%). Definicion
de casos de acuerdo al CDC Casos tipicos. Los sintomas
tipicos (ver tabla) son fiebre, poliartralgias, cefalea,
mialgias, dolor de espalda y erupcion cutanea (13-14).

Definicion de caso atipico. Un caso confirmado
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de Chikungunya por examenes de laboratorio que
desarrolla sintomas diferentes a los mencionados
como tipicos. Las manifestaciones atipicas son: 1)
Cardiovasculares incluyendo miocarditis, pericarditis,
IC, arritmias, inestabilidad hemodinamica y muerte
subita. 2)
5) Dermatolégicos. 6) Otros incluyendo discrasias

Neuroloégicos. 3) Oculares. 4) Renales.

sanguineas,neumonia,insuficienciarespiratoria, hepa-
titis, pancreatitis, sindrome de secrecion inapropiada
de hormona antidiurética, hipoadrenalismo, necrosis
de la regién nasal (13-16).

En el reporte mas grande hasta el presente de
Chikungunya la proporcion de casos atipicos hospi-
talizados en la isla de Reunion fue 0,3% del total de
infectados (11).

Definicion de caso atipico severo. Se refiere a
casos de Chikungunya que requieren hospitalizacion
y mantenimiento de al menos una funcién vital en el
curso de la enfermedad. También se refiere a todos los
que mueren en el curso de la misma. Se ha reportado
que de los casos atipicos un 36% fueron severos en el
estudio de la isla de la Reunion, con una mortalidad
de 29%. La mortalidad es 30 veces mayor en los casos
atipicos severos con edad > 65 anos.

AFECTACION CARDIOVASCULAR DEL

CHIKUNGUNYA

La Afectacion Cardiaca del Chikungunya ha
sido poco reportada. Se considera una forma atipica
infrecuente de la enfermedad. Su incidencia se
desconoce por falta de estudios sistematicos. Existen
relativamente pocos reportes de manifestaciones
cardiovasculares que incluyen: 1- Miocarditis fulmi-
nante que puede llevar a la muerte. 2- IC. 3- Arritmias.
4- Evolucion a mediano o largo plazo a cardiomiopatia
dilatada. 5- Hipotension. 6- Pericarditis. 7- Muerte
Subita.

La afectacion cardiaca puede ser asintomatica y
de aparente evoluciéon benigna.

En un estudio previo se informa de una serie de
277 pacientes con Chikungunya evaluados desde el
punto de vista cardiovascular. A 119 pacientes (43%)
se les detecto arritmias mediante el ECG y estudio

de Holter. En 34 casos la arritmia fue asintomatica:
La mas frecuente fue la bradicardia sinusal en 87
pacientes 30%. Esta arritmia fue predominante-
mente transitoria, asintomatica, benigna y no amerito
tratamiento con marcapaso. También se observo
disociacion de la frecuencia cardiaca con la tempera-
tura y bradicardia relativa con frecuencia menor
de 90 por minuto con temperatura mayor de 38°C.
El 9% presento taquicardia auricular no sostenida,
el 6% fibrilacion auricular. De los 277 pacientes 63
tenian diagnostico de hipertension arterial. De ellos
25% presentaron hipotension transitoria, a 13 se les
suspendi6 por un tiempo el tratamiento antihiperten-
sivo y a 12 se les redujo la dosis y/o el namero de
medicamento que recibia. La hipotension ocurrid
entre el dia 1 y el dia 15 de la fiebre. Persistio de 7 a
43 dias. El ecocardiograma demostro la presencia de
derrame pericardico en 21 casos (8%) crecimiento de
cavidades en 13 casos, fraccién de eyeccibn menor
de 50% en 8 casos. La resonancia magnética cardiaca
demostré signos sugestivos de miocarditis en 10 de
los 37 casos a los que se les realizo. En el estudio de
Econopoulou solo el 7% de los pacientes con Chikun-
gunya atipica hospitalizados desarrollo arritmias, pero
no se empleo holter, asi que puede haber un subregis-
tro (13-16) (Figura 1).

CHIKUNGUNYA E INSUFICIENCIA CARDIACA

LalChasidoreportadacomo lacausamasfrecuente
de muerte en pacientes con CHIK V, representando el
23% de las muertes. En el estudio de Econopoulou y
colaboradores en pacientes con Chikungunya atipica
hospitalizados, 84 pacientes (13%) desarrollaron IC,
de ellos el 59% tenian enfermedad cardiovascular
previa (11).

En un contexto epidemiolégico apropiado,
en regiones tropicales o subtropicales donde el
CHIK V y el Dengue son prevalentes, y se presen-
tan en forma endémica o epidémica, o en casos de
viajeros provenientes de estas zonas, la afectacion
cardiaca por estos arbovirus puede evolucionar a
cardiomiopatia dilatada y eventualmente a IC. No

se conoce el porcentaje en que esto ocurre, pero en
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EVOLUCION

1. Asintomatico

2. Cardiomiopatia

3. Insuficiencia Cardiaca
4. Arritmias

PATOGENESIS

1. Viral

2. Inflamacion
3. Autoinmune
4. Hipotension

5. Muerte Subita

CLASIFICACION )
INSUFICIENCIA CARDIACA

ARBOVIRUS

INSUFICIENCIA CARDIACA

5. Edema Miocardico
6. Homeostasis del Calcio

CHIKUNGUNYA
DENGUE
ZIKA
FIEBRE AMARILLA

ESTADIOS FRACCION

1.A DE .

2 B1 EYECCION

3.B2 1. Reducida

4.C 2. Preservada

5.D 3. MID-RANG
Figura 1.

SINTOMAS

1. Asintomatico

2. Palpitaciones

3. Insuficiencia Cardiaca
4. Dolor toracico

5. Choque

6. Muerte Subita

ARBOVIRUS E INSUFICIENCIA CARDIACA

varios estudios se ha sugerido que donde se presente
epidemias puede esperarse un aumento en el nimero
de casos de cardiomiopatia e IC. La persistencia de
alteraciones cardiacas detectables con ECG, ecocar-
diograma o resonancia magnética cardiaca sugiere
esta evolucion (11-12).

HISTORIA NATURAL DE LA AFECTACION
CARDIACA POR CHIKUNGUNYA Y DENGUE

La mayoriade los pacientes que adquieren Chikun-
gunya o Dengue se muestran libres de evidencias de
enfermedad cardiaca estructural, asintomaticos desde
el punto de vista cardiovascular (CV) y ECG normal en
el estadio A (ver tabla x). Al estadio B1 evolucionan
pacientes que siguen siendo asintomaticos o poco
sintomaticos pero pueden tener arritmias auriculares

o ventriculares infrecuentes, bradicardia sinusal y
ecocardiograma con funcién ventricular normal y
pueden tener alteraciones en la RM cardiaca como
aumento del realce tardio cardiaco con gadolinium
subepicardio y trastornos leves de motilidad en el
ecocardiograma (3-12). En el estadio B2 se ubican
aquellos que evolucionan y tienen una fraccion de
eyeccion reducida (FER) pero sin signos ni sintomas
de IC (3). Puede presentarse derrame pericardico leve
en menos del 25% de los casos. También arritmias
auriculares o ventriculares, bradicardia y fibrilacion
auricular (8-10). En los reportes iniciales a esta fase
la denominaron “precongestiva” (12) Obeyesekere
et al publicaron un estudio de seguimiento de 35
pacientes con afectacion cardiaca por Dengue o CHIK
V. Tres de ellos murieron, uno en la fase aguda y dos
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en un lapso de 6 meses. Veintiséis (74%) desarrollaron
cardiomiopatia con ECG anormal y cardiomegalia (12).

Los pacientes del estadio B2 pueden evolucionar
al estadio C con sintomas previos o actuales de IC,
FER, dilatacion del ventriculo izquierdo, hipokine-
sia generalizada y arritmia auricular y/o ventricular,
e hipotension arterial (3). Finalmente estadio D con
IC en reposo a pesar del tratamiento médico, FER,
hipokinesia global e hipotension (3, 12, 16).

En el estudio de Torres y colaboradores una serie
de 4 casos de pacientes con Chikungunya atipica y
letal. Tres fallecieron, todos desarrollaron hipoten-
sion arterial y shock. Dos de ellos presentaron IC. Uno
tenia la fraccion de eyeccion preservada al ingreso y
desarrollo FER severa y uno fibrilacién auricular.
Estos autores reportan conocer de al menos 20 casos
de Chikungunya letales confirmados virolégicamente
(16).

FISIOPATOLOGIA DEL DANO MIOCARDICO E
IC EN PACIENTES CON CHIKUNGUNYA

No
fisiopatologico que lleva a IC en estos pacientes. Se

se conoce exactamente el mecanismo
ha postulado los siguientes mecanismos: (11,12,16,

1) Dafio miocardico directo por el virus.

2) Respuesta inflamatoria.

3) Respuesta autoinmune.

4) Enfermedad cardiaca subyacente.

5) Hipotension severa.

6) Aumento de la permeabilidad vascular.

Un aspecto que podria intervenir es la respuesta
inflamatoria y autoinmune que se produce en la
Chikungunya, similarala Artritis Reumatoide. Es cono-
cido que los pacientes con artritis reumatoide tienen
un riesgo mayor de presentar IC y cardiomiopatia.
Incluso una de las causas mas frecuentes de aumento
de mortalidad cardiovascular aparte de la enferme-
dad arterial coronaria en la artritis reumatoide es la
IC. Puede presentarse IC con FER o FE Preservada.
Si esto explica el dafio miocardico en los pacientes
con Chikungunya, esta por establecerse y es solo una
hipétesis que planteamos (22).

TRATAMIENTO PARA INFEC(,ZION POR ARBO-
VIRUS Y AFECTACION CARDIACA

No existen vacunas disponibles ni medicamen-
tos especificos para tratar la infeccion por arbovirus.
El tratamiento esta basado en las manifestaciones
clinicas. Todo paciente con afectacion cardiaca debe
hospitalizarse, particularmente si desarrolla IC. Las
recomendaciones para su tratamiento son basadas
en las guias recientes para tratamiento de la IC. La
hidratacién debe ser cuidadosa y supervisada. De
acuerdo al caso se debe utilizar los medicamen-
tos sacubutril-valsartan, inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA), bloqueantes
de receptores de angrotensina II, betabloqueantes,
bloqueantes del receptor de aldosterona y de acuerdo
al caso diuréticos, amiodarona, inotrépicos incluyen-
do eventualmente digital. Se recomienda un cuidado
especial con los anticoagulantes en el caso de Dengue
por la posibilidad de complicaciones hemorragicas.
En casos de fibrilacion hemos preferidos los nuevos
anticoagulantes orales si no estan contraindicados.

DENGUE

El dengue es una enfermedad infecciosa causada
por el Virus del Dengue del género Flavivirus que
es transmitida por un mosquito de la especie Aedes
previamente mencionado en la transmision del Chik
V. Existen 4 tipos de virus del Dengue: DEN1, DEN2,
DEN3 y DEN4. Cada uno de ellos crea inmunidad
especifica para infeccion por el mismo tipo (23).

TRANSMISION

Las personas sintomaticas y asintomaticas son
los portadores principales del virus, y los mosquitos
se infectan al picarlo. El mosquito Aedes albopictus
(Tigre) tiene una gran capacidad de hibernacién, y
su habilidad para guarnecerse en microhabitats son
factores que propician su propagacion y la extension
geografica del Dengue (23).

IMPORTANCIA MUNDIAL DEL DENGUE

La OMS estima que el nimero de afectados por
Dengue se encuentra entre 50 y 100 millones de perso-
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nas, con un total a 500000 que amerita hospitalizacion.
Es una dolencia presente en 100 paises y una amenaza
para el 40% de la poblacion mundial (23, 24).

DENGUE EN VENEZUELA

No se han publicado cifras oficiales recientes de
la incidencia de Dengue en el pais. Torres y colabo-
radores en un estudio informan de 123.967 casos de
dengue reportados en 2010, 10.203 (8%) de los cuales
fueron dengue severo.

DENGUE EN ESPANA

En Espafa el Dengue es un diagnostico relativa-
mente frecuente en viajeros que regresan de Ameérica
Latina. En un estudio se informa de 61 casos en 3
afios. En el ano 2004 se identifico el mosquito Aedes
Albopictus (Tigre) en Catalufia. Su presencia se ha
confirmado a finales del 2010 en mas de 170 muni-
cipios. Se incluyen reportes en Alicante, Murcia y
Mallorca (25, 26).

MANIFESTACIONES CLINICAS

La mayoria de los pacientes que se infectan de
Dengue son asintomaticos o poco sintomaticos (80%)
y alrededor de un 5% presentan manifestaciones
severas (23, 24).

Inicialmente se clasificaba en Dengue Clasico,
Dengue Hemorragico y Dengue con Shock. Una nueva
clasificacion menciona 3 tipos de Dengues en Dengue
con y signos claves (23, 27) (Tabla 1).

Artralgia -/+ +++ +
Cefalea ++ + +
Sangrado ++ -/+ -
Leuco and +++ + -
Trombocito-

penia

Tabla 1. ] ] )
CARACTERISTICAS CLINICAS EN INFECCION
POR ARBOVIRUS
SINTOMA DENGUE CHIKUNGU- | ZIKA
NYA
Fiebre > 38°C. 4-7 > 38°C. 2-3 > 38°C. 2-3
dias dias dias
Tiempo post- | 4-7 dias 3-7 dias 1/5 asin-
Infeccion tomatica
Erupcidn + ++ +H+
Prurito + + iy
Conjuntivitis | - -1+ ++
Mialgia ++ + +

1) Dengue sin signos clinicos de alarma. Este tipo
de cuadro se caracteriza por fiebre de mas de
38°C de duracién limitada (de 2 a 7 dias). Hay un
intenso malestar general acompanado de erupcion
cutanea. Generalmente se presentan dos o méas de
los siguientes signos o sintomas: cefalea, dolor
retroorbitario u ocular, mialgias, artralgias, leuco-
penia (23, 27).

2) Dengue con signos clinicos de alarma. Se incluye
uno a mas de los siguientes signos o sintomas:
dolor abdominal, vémitos persistentes, acumu-
lacién clinica de liquidos, sangrado no severo de
mucosas, hepatomegalia, hipotension, letargia,
aumento del hematocrito junto con una dismi-
nucion rapida de plaquetas (23, 27).

3) Dengue severo. Se incluye uno a mas de los
siguientes criterios que ameritan hospitalizacion:
acumulacion severa de liquidos o shock, afec-
tacion severa de 6rganos incluye al corazon, tras-
torno de conciencia, elevacién de transaminasa >
1000 u/1 (23, 27).

AFECTACION CARDIACA EN EL DENGUE

Las manifestaciones cardiovasculares en el
Dengue han sido reportadas en un rango variable
desde cambios ECG transitorios asintomaticos hasta
casos fatales (27).

La miocarditis es una de las principales causas
de muerte en pacientes con Dengue severo. Existen
pocos reportes de estudios sistematicos de esta
complicacion (28).

Se ha publicado que entre un 9 y 19% de los
pacientes con dengue hospitalizados tienen afec-
tacion cardiaca. En un estudio observacional de una
epidemia de Dengue en China, que incluy6 1782 casos
de Dengue hospitalizados se les diagnostico miocardi-

tis a 119, esto en base a los criterios de la Sociedad
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Europea de Cardiologia en estudios ECG, ecocardio-
grama y determinacién de enzimas cardiacas (28).

El criterio por excelencia para el diagnéstico de
miocarditis que es la biopsia endomiocardica no se
utiliza, porque o no esta disponible o quizas por el
temor a la complicacion hemorragica. Los criterios
de miocarditis de la Sociedad Europea de Cardiologia
combinan los sintomas, el ECG, enzimas cardiacas y
estudios de imagen. El ideal es la RM cardiaca, que
usualmente no esta disponible en las areas endémicas
(27, 28) (Figura 1).

ALTERACIONES ECG EN EL DENGUE

Se ha recomendado que dado que la mayoria de
los pacientes con miocarditis por Dengue tienen
ECG anormal deberia realizarse este estudio a todo
paciente con Dengue especialmente con Dengue
severo o con signos de alarma y si el ECG es anormal
un ecocardiograma, enzimas cardiacas, Holter ECG y
si esta disponible RM cardiaca (27).

Las anormalidades ECG incluyen bradicardia
relativa (incongruente con la fiebre) o absolutas,
arritmias auriculares entre ellas fibrilacion auricular,
arritmias ventriculares, trastornos de conduccion
auriculoventricular, y anormalidades del segmento
ST y la Onda T. El ECG es anormal entre el 29 y 81%

de los pacientes (27).

DENGUE E INSUFICIENCIA CARDIACA

La disfuncion ventricular izquierda en la fase
aguda del Dengue ha sido documentada en varios
estudios usando diferentes métodos incluyendo
Ecocardiograma y RM Cardiaca. La disfuncién suele
ser transitoria excepto en una minoria con una evolu-
cion fulminante, con IC aguda, hipotensiéon severa,
shock o muerte subita. La mayoria de los pacientes
recuperan su funcion ventricular al final de la fase
aguda (12, 27, 28).

No existen estudios de seguimiento apropiados
aunque en algunos reportes se informa de evolucion
hacia cardiomiopatia dilatada e IC. En el estudio de la
epidemia de Dengue en China el 25% de los casos de
Dengue con Miocarditis desarrollo IC comparado con

0% de los que presentaron Dengue sin Miocarditis
(28). En otro articulo se informa de un 45% de casos
con disfuncion sistolica en pacientes con Dengue y
signos de alarma o severos (27).

ZIKA

El virus Zika es un arbovirus que pertenece a la
familia de los flavivirus. Es un virus de RNA que esta
relacionado con el dengue, la fiebre amarilla y el virus
del Nilo del Oeste (West Nile). La rapida y extensa
diseminacion epidémica de la infeccion por el virus
Zika (ZIKV) en las Américas, ha sido considerada como
el peor brote del siglo XXI. El ZIKV fue aislado por
primera vez de un mono Rhesus en el bosque Zika de
Uganda en 1947 (29-32).

TRANSMISION

) ZIKV se transmite principalmente por la pica-
dura de mosquitos Aedes infectados, especies aegypti
y albopictus. 1i) por transmision materno-fetal. lii)
transfusion de sangre. liii) sexualmente. liiii) trans-
mision ocupacional en el laboratorio. Los viajeros que
regresaron con ZIKV desarrollaron sintomas hasta
6 dias después de abandonar las areas endémicas y
10 dias después de los intercambios sexuales con la
persona infectada (29-32).

ZIKA EN LOS ESTADOS UNIDOS

La explosiva pandemia de la ZIKV en toda América
del Sur, Centroamérica y el Caribe y que amenaza
potencialmente a Estados Unidos es la mas reciente
llegada inesperada de enfermedades virales en el
Hemisferio Occidental. Para el 10 de mayo de 2017,
los CDC informaron sobre 5000 casos en estados de
los EEUU y sobre 36000 en territorios de los EEUU. De
los casos de los Estados Unidos, el 98% esta asociado
con el viajero en contraste con los casos de los terri-
torios de los Estados Unidos, donde 99 se adquieren
localmente ZIKV son condiciones de notificacion
nacional (29-32).

MANIFESTACIONES CLINICAS

Hasta el 80% de las personas infectadas con ZIKV
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son asintomaticas e incluso aquellos que llegan a
ser sintomaticos tienen pocas probabilidades de
experimentar mas de: 1- erupcion maculopapular con
prurito. 2- Fiebre de bajo grado. 3- Artralgia. 4- Mialgia.
5- Dolor de cabeza. 6- Conjuntivitis. La presentacion
severa incluye anomalias congénitas (particularmente
microcefalia) en la transmisién vertical y sindrome de
Guillan-Barré que causa debilidad muscular y parali-
sis (29-32).

MANIFESTACION CARDIOVASCULAR EN ZIKA

Aunque el ZIKAV es tipicamente leve y auto-limi-
tado, los incidentes de microcefalia y el sindrome de
Guillain-Barre se asociaron con el temor de una mayor
propagacion del virus en el mundo. Sin embargo, la
investigacion en la relacion entre ZIKAV y la compli-
cacioén cardiovascular es escasa (33-37) (Figura 1).

ZIKA, ARRITMIAS E INSUFICIENCIA
CARDIACA

Gonzalez et al. reportaron una serie de 9 casos
con ZIKAV basada en las pruebas de laboratorio que
habia exhibido manifestacion cardiovascular en un
estudio prospectivo multicéntrico observacional
(28). Se realizaron estudios clinicos, de ECG, de labo-
ratorio incluyendo virologia, RX, ecocardiograma,
Holger y resonancia magnética cardiaca. De los 9
pacientes 6 eran mujeres con edad media de 47 + 17
anos. HF estuvo presente en 6 casos, 5 con FE baja
y un paciente con FE preservada, con preclampsia, y
derrame pericardico moderado a severo. La miocar-
ditis inducida por ZIKAV fue diagnosticada con base
en los siguientes criterios: i) Se detecté6 ARN Zika en
suero con el uso inverso-transcriptasa de la reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y anti-virus IgM
especificos del virus Zika. ii) Se excluy6 la posible
infeccién simultanea, como el dengue, el chikungu-
nya, el VIH y otros virus o infecciones parasitarias
como el Chagas. iii) Se detectaron pruebas clinicas,
TTE, ECG y cMRI de miocarditis. iiii) Arterias coro-
narias normales en la angiograma de 2 pacientes (28).

En otra publicacion reciente, Aletti et al informo
de un caso de Zika complicado con dolor toracico,

elevacion del ST en la region anteroseptal y aumento
de la troponina, FE normal mediante ecocardiograma,
registro Holter normal, IRMc con perfusion normal
del tejido miocardico, hipocinesia y edema (34).
En otro estudio ZIKAV se detect6 en el corazéon de
un primate 5 dias después de la infeccion Zika (37).
Manifestacion cardiovascular de la miocarditis por
Zika incluye (33-36):
1- IC, predominantemente con FE baja (35-36).
2- Arritmias auriculares incluyendo fibrilacién
auricular (35-36).
3- Arritmias ventriculares (35-36).
4- Disturbios de conduccion intraventricular (35-36).
5- Pericarditis (35-36).
6- Dolor toracico y cambios en el ECG que imitan el
infarto de miocardio (34) (Figura 1).

PATOGENESIS

La relacion entre el ZIKA V y las enfermedades
cardiovasculares no se ha establecido. Las diferentes
posibilidades incluyen.

1) Accién viral directa sobre el corazéon (33-37).

2) Otra posibilidad podria ser una exagerada respues-
ta inflamatoria-inmune del huésped (33-37).

3) Existen factores genéticos que aumentan la sus-
ceptibilidad a desarrollar miocarditis viral aguda
potencialmente mortal en pacientes previamente
sanos. Defectos recesivos silenciosos del miocar-
dio pueden predisponer a la insuficiencia cardiaca
aguda presentando como miocarditis aguda, nota-
blemente después de la infeccion de arbovirus
(38).

4) En otras miocarditis por Arbovirus, la hiperten-
sion arterial, la cardiopatia, la diabetes, la edad
avanzada se consideraron un factor de riesgo para
desarrollar afectacion cardiaca (11,12).

5) En un estudio en raton muestra que si el animal
tiene anticuerpos de dengue o Virus del Nilo Occi-
dental, puede provocar una infeccion ZIKV mas
severa. Si esto sucede en los seres humanos siguen
siendo demostrar (39) (Tabla 2).
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TABLA 2

HALLAZGOS CARDIACOS EN INFECCION POR ARBOVIRUS

Dengue Chikungunya | Zika
Miocarditis + ++ +
Pericarditis + + +
Cardiomiopatia
+ +/++ +
elC
Bradicardia ++ ++ -
Arritmia
auricular + ++ +
y ventricular
ECG anormal +/++ + +
CASOS LETALES

Se ha descrito el potencial letal del Zika agudo.
En estos casos, la enfermedad anterior subyacente
puede haber contribuido con resultados letales. En los
informes los pacientes presentaron deterioro clinico
rapido con hemorragia y choque séptico y exagerada
respuesta inflamatoria aguda e innata con pronunciada
coagulopatia. Aunque los autores no mencionaron la
manifestacion cardiovascular, un paciente desarrolld
bradicardia irreversible y otro, ritmo cardiaco irregular
y un tercer paciente con enzimas cardiacas elevadas y
ECG no diagnostico de isquemia miocardica aguda (40).

CONCLUSIONES

La mayoria de las enfermedades tropicales estan
incluidas dentro de las enfermedades desatendidas u
olvidadas. Ellas son infecciones por virus, bacterias
o parasitos mas prevalentes en regiones tropicales.
Como consecuencia de los cambios climaticos,
deforestacion, inmigraciéon y aumento de los viajes
internacionales, ahora es un problema global que
afecta mas de un billbn y mata mas de un millon
de personas al afo, con gran poder incapacitante.
Muchas de ellas afectan el corazén y producen IC. La
infeccion por arbovirus es transmitida por mosquitos
de la especie Aedes. Pueden afectar hasta un 40%
de la poblacién mundial y pueden producir arritmias,

cardiomiopatias, insuficiencia cardiaca y muerte
subita.

Entre las enfermedades por arbovirus tenemos la
fiebre por Chikungunya que suele no ser una enferme-
dad letal, pero hasta el 40% de los infectados pueden
desarrollar manifestaciones cardiacas y la IC es la
primera causa de muerte por esta enfermedad. En el
caso del Dengue, el 45% de los pacientes con Dengue
y signos de alarma o severo pueden desarrollar disfun-
cion sistolica ventricular izquierda. De los pacientes
con Dengue y Miocarditis un 25% aproximadamente
desarrollan IC comparado con el 0% de los pacientes
con Dengue sin Miocarditis.

Hasta el presente no existen reportes de la afec-
tacion cardiaca por Zika. Nosotros presentamos por
primera vez una serie de 9 casos con manifestaciones
cardiovasculares por Zika. En 6 casos se present6 IC, 5
con FE reducida y uno con FE preservada con embara-
zo, preeclampsia y derrame pericardico moderado a
severo.

La importancia de esta revision es un llamado a
los médicos a estar conscientes con la posibilidad de
afectacion cardiaca en pacientes con estas infecciones
por arbovirus. Este conocimiento puede ayudar a
establecer un diagnoéstico precoz y una estrategia
para mitigar las complicaciones.
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Enfermedad de Chagas:
un diagnostico olvidado
de serias consecuencias

RESUMEN

Para el Instituto de Medicina Tropical, desde su fundacion hace 70 afios,
la Enfermedad de Chagas (ECh) ha sido motivo de investigaciones pioneras
realizadas por Félix Pifano y Alberto Maekelt, en el area de la epidemiologia
y el diagnéstico destacandose los aportes en diagnostico serolégico, la elabo-
racion de antigeno de Trypanosoma cruzi y la evaluacion de la trasmision en
areas rurales. En la Seccién de Inmunologia (SI) se realizan varias técnicas para
el diagnostico parasitologico, inmunolégico y molecular de la ECh en sus fases
aguda y cronica. Suman 244 casos agudos evaluados en la SI desde 2007 cuando
se describe la primera microepidemia de trasmision oral para Venezuela y la mas
numerosa en Latinoamérica. La deteccion simultanea de parasitos o su ADN en
sangre, y de anticuerpos especificos en toda la poblacion expuesta facilita el
diagnostico temprano para tratar los casos de manera inmediata evitando con-
secuencias fatales. En relacion a los casos croénicos, la afluencia promedio de
usuarios en el periodo estudiado (2013-2016) es de 879 personas/afio resultan-
do entre 11-15% los positivos al diagnéstico. Estos se detectan principalmente
en personas “picadas por chipos”, en cardidpatas y en el grupo mayor de 50
afnos en quienes la positividad es del 25% de los usuarios, diagnéstico tardio
cuando el beneficio del tratamiento anti-parasitario es practicamente nulo. La
data de los pacientes créonicos no aporta indicacién de trasmision en grupos
vulnerables como nifios y embarazadas, pues el naumero de usuarios es muy
bajo. Es necesario incorporar el diagnéstico de la ECh en protocolos de rutina
varios sindromes clinicos (fiebre prolongada, derrame pericardico), en pacientes
inmunosuprimidos, embarazadas, nifios, conscriptos, programas de trasplantes,
entre otras. Es urgente considerar la encuesta nacional de serologia de ECh en
el grupo etario de 5 a 20 afios.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas; serologia; tratamiento; casos
agudos; casos cronicos; Instituto de Medicina Tropical, UCV.; Venezuela; Tri-
panosomiasis.

CHAGAS DISEASE: A FORGOTTEN DIAGNOSIS OF SERIOUS CONSEQUENCES

ABSTRACT

For the Institute of Tropical Medicine, since its foundation 70 years ago,
Chagas Disease (ChD) has been the subject of pioneering research carried out
by Félix Pifano and Alberto Maekelt, in the area of epidemiology and diagnosis,
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highlighting the contributions in serological diagnosis, the
preparation of Trypanosoma cruzi antigen and the evalua-
tion of transmission in rural areas. Several techniques for
the parasitological, immunological and molecular diagno-
sis of ChD in its acute and chronic phases are carried out
in the Immunology Section (IS). There are 244 acute cases
evaluated in the IS since 2007 when the first oral transmis-
sion microepidemic was described in Venezuela, the largest
in Latin America. The simultaneous detection of parasites
or their DNA in blood, and specific antibodies throughout
the exposed population facilitates early diagnosis to treat
cases immediately avoiding fatal consequences. In relation
to chronic cases, the average influx of users in the period
studied (2013-2016) was 879 persons / year, resulting in
11-15% positive diagnosis. These are detected mainly
in people "bitten by chipos", in heart disease and in the
group older than 50 years in whom positivity is 25%, late
diagnosis when they cannot be benefited by anti-parasitic
treatment. The data of chronic patients does not provide
an indication of transmission in vulnerable groups such as
children and pregnant women because the number of users
is very low. It is necessary to incorporate the diagnosis of
ChD into routine protocols of various clinical syndromes
(prolonged fever, pericardial effusion), immunosuppressed
patients, pregnant women, children, conscripts, transplant
programs, etc. It is urgent to consider the national survey
of serology of ChD in the age group of 5 to 20 years.

Keywords: Chagas Disease; serology; treatment;
acute cases; chronic cases; Tropical Medicine Institute;
Venezuela.

INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas (ECh) es una zoonosis
parasitaria que puede afectar al humano. Su agente
causal es el protozoario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi, endémica en América donde es transmitida
por varios géneros de triatominos hemato6fagos. Los
mecanismos de infeccién de la ECh se dividen en
dos grandes grupos: uno en el cual esta involucrado
el vector y otro en los cuales no es indispensable la
participacion del mismo. La transmision vectorial
es exclusiva de paises donde habita el insecto y las
condiciones climaticas y sociales que permiten su
existencia. De manera habitual las personas adquieren
la ECh cuando son picados por el triatomino y las
heces del mismo contentivas de tripomastigotes
metaciclicos (formas parasitarias de diseminacion
altamente infectantes), contaminan la herida produ-
cida por la picadura o las mucosas (Rassi et al. 2010).
En ocasiones, animales y humanos ingieren bebidas
o alimentos contaminados con las heces infecta-

das de los triatominos (Coura, 2006) o mediante las
secreciones anales de didélfidos infectados con T.
cruzi (Deane et al. 1984). En el segundo grupo de
transmision, el vector no se encuentra directamente
involucrado como la que ocurre por accidentes
en el laboratorio por la manipulacion de mate-
rial infectante con muestras bioldgicas o mamiferos
infectados (Herwaldt 2001; Colmenares et al. 2015)
y la transmisiéon hombre-hombre a través de transfu-
siones sanguineas (Bern et al. 2011), transplacentaria
(Carlier & Truyens. 2010) y por trasplantes de 6rganos
(Favaloro et al. 2015).

En el vertebrado, el parasito se multiplica por
fisibn binaria intracelularmente en forma de amas-
tigotes y el mecanismo de acciéon patégena se centra
en la destruccion celular una a una pudiendo afectar
casi todos los tejidos del hombre, siendo el corazéon
el principal 6rgano blanco de la fisiopatologia de la
enfermedad (Rassi et al. 2010). Aproximadamente el
30% de las personas infectadas desarrollan la fase
aguda de la enfermedad con manifestaciones clinicas
de intensidad variable caracterizada por fiebre alta,
edemas facial o en miembros inferiores, rash, hepa-
tomegalia, miocarditis, derrame pericardico y gran
postracion. En pacientes infectados vectorialmente
con puerta de entrada cutanea se puede apreciar el
Chagoma de inoculacion en piel y el complejo oftal-
mo-ganglionar denominado “signo de Romaria” (Prata,
2001). De no sobrevenir un desenlace fatal, de mayor
frecuencia cuando la transmisién es oral (Noya et al.
2015), la fase sintomatica se apaga progresivamente
y el paciente pasa a la fase crénica. El 70% de los
pacientes en fase cronica no desarrolla la enfermedad
o presentan minimos cambios electrocardiograficos,
de hecho se encuentran asintomaticos. Esta fase
se denomina indeterminada también llamada ECh
cronica asintomatica. El resto de los pacientes en
fase cronica (30%) transita progresivamente por los
estadios caracterizados por Kuschnir (1985) hacia la
miocardiopatia e insuficiencia cardiaca con cardio-
megalia y arritmia de variable intensidad (Viotti &
Vigliano. 2015).

Los estudios pioneros en Venezuela se deben en
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especial a José Francisco Torrealba, quien desde el
ano 1932 inici6 estudios en el estado Guarico (Torre-
alba, 1935) e introdujo el xenodiagndstico; mientras
que Félix Pifano (1941) creo6 la base para los estudios
epidemiolégicos y clinicos en el pais a través de sus
trabajos publicados como el realizado en el estado
Yaracuy. Ambos autores venezolanos resaltan su
magnitud como problema de salud publica y social en
nuestro pais, asi como la importancia de la pobreza
y del "rancho" de techo de palma y paredes de baha-
reque en el mantenimiento de esta zooantroponosis.

En el Instituto de Medicina Tropical (IMT) de la
Universidad Central de Venezuela (UCV), Alberto
Maekelt (1960) pone a punto su protocolo para la
preparacion de antigenos, el cual todavia es utilizado
en el pais, y Pifano (1960) publico las primeras cifras
nacionales de prevalencia, que en algunas localidades
rurales llegaba hasta el 45%, estimandose en 500.000
de 7.000.000 el numero de venezolanos infectados
por T. cruzi, con tasas de miocardiopatia de 50% en
personas infectadas y de 20% en la poblaciéon rural
total.

Maekelt, en la década del 50 detectd 12% de sero-
positivos en donantes de sangre en el estado Carabobo
(Maekelt, 1959). Pocos afios después, se estableceria
que de 3,5 a 5% de los hemodonadores en Venezuela
eran portadores de anticuerpos a T. cruzi (Pifano et
al. 1961). Al comprobar en Venezuela la transmision
de T. cruzi por transfusiones (Salazar et al. 1962), la
Divisién de Endemias Rurales, conjuntamente con
el IMT de la UCV emprendieron un estudio nacional
de seroprevalencia para comprobar la transmision de
T. cruzi por transfusiones, empleando la Reaccion
de Fijacion de Complemento en bancos de sangre y
otros centros asistenciales. La seroprevalencia global
se establecio en 6% en 152.487 muestras examinadas
(Guerrero et al. 1965).

El Dr. Alberto Maekelt fundé la Seccion de Inmu-
nologia (SI) en el IMT, estableciendo las bases del
diagnostico con la producciéon del antigeno soluble de
epimastigotes de T. cruzi a gran escala, abasteciendo
las dependencias del Ministerio de la Salud y de los
Bancos de Sangre nacionales para el diagnostico de

la ECh por Hemaglutinaciéon Indirecta e Inmuno-
fluorescencia durante 43 anos, y después por ELISA
a partir del ano 1998 (Diaz-Bello et al. 2008). Esta
responsabilidad se extiende hasta la actualidad, ya no
con la amplitud de esos afios pero si con el prestigio
heredado de la responsabilidad y profesionalismo de
los sucesivos integrantes de dicha Seccién. En el 70
aniversario de la fundacion del Instituto de Medicina
Tropical, la SI-IMT hace un homenaje a sus fundadores
en las personas de los Dres. Félix Pifano y Alberto
Maekelt, quienes hicieron grandes y pioneros aportes
en el conocimiento de la Enfermedad de Chagas en
Venezuela (Figura 1).

Figura 1

Dr. Félix Pifano Dr. Alberto Maekelt

La SI-IMT ha tenido una participacion protagoni-
ca en los brotes de ECh aguda por transmision oral
y ha divulgado su conocimiento en publicaciones,
conferencias, programas de radio y television siendo
muy satisfactorio que algunos brotes hayan sido
identificados por otros grupos médicos del pais.
Sin embargo, es nuestra permanente preocupacion
concientizar a los servicios de salud sobre la presencia
de la ECh no s6lo en fase aguda, la cual tiene la grave
consecuencia de ser eventualmente letal de no diag-
nosticarse y tratarse oportunamente, sino también
el reconocimiento de la fase cronica, insospechada
por los médicos incluyendo especialistas, quienes no
se plantean el diagnostico de la ECh de entrada en
pacientes con manifestaciones cardiolégicas insipi-
entes u otras evidentes de miocardiopatia chagasica
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afiadiendo afios sin tratamiento anti-parasitario a los
ya acumulados por la dinamica de evolucion silente de
esta patologia. El presente articulo tiene como obje-
tivo comunicar algunas experiencias del trabajo de la
SI-IMT en la década 2007-2016 relativa a los casos
agudos y algunos datos de la rutina de la consulta
externa del periodo 2013-2016, a fin de conocer datos
epidemiologicos, reforzar el criterio diagnostico y
aportar recomendaciones Utiles al Programa Nacional
de Control de la Enfermedad de Chagas.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion en estudio: Consideramos como
poblacion los solicitantes de diagnostico en la
Consulta Externa del IMT. De este grupo se rescataron
las historias en fisico de 3517 personas desde el afno
2013 al 2016 vy los resultados de laboratorio de 1441
usuarios del afilo 2012. De alli que para el afio 2012
solo se dispone del dato de prevalencia mas no de los
datos demograficos. Lamentablemente, este estudio
no pudo ser mayor por la sustraccion de computa-
dores y respaldos ocurridos a la SI durante el afio
2016. La segunda poblacion en estudio es la relativa
a los casos agudos, los cuales no estan incluidos en
la casuistica anterior. Como su nombre lo indica,
estos pacientes se encuentran en situacion de emer-
gencia, son la mayoria referidos con otra impresion
diagnostica. Estos pacientes no ingresan en la rutina
de la Consulta Externa y el abordaje diagnostico es
diferente.

Registro de ingreso: Al solicitar el diagnostico
de ECh se llena una pequena historia con la identifi-
cacion, sexo, edad, procedencia, motivo de consulta
y teléfonos. Los pacientes acuden al IMT de manera
voluntaria, por haber sido picados por triatominos,
por resultar positivos en Banco de Sangre o referidos
por el médico tratante.

Diagnoéstico de rutina: Atendiendo las reco-
mendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), se deben realizar dos pruebas de diagnostico
con fundamento diferente de manera indistinta. Para
el diagnostico de rutina se realiza el Ensayo Inmuno-
Enzimatico (ELISA) y Hemaglutinacion Indirecta (HI)

o Aglutinacion Directa (AD). Adicionalmente, en la
actualidad se practica la confirmacion del diagnoés-
tico utilizando técnicas de biologia molecular como
la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en ingles).

Ensayo Inmuno-Enzimatico (ELISA): Partien-
do del método de Voller et al. (1976) se practicaron
modificaciones para estandarizar el ELISA como
sigue. El antigeno se fij6 a la fase sélida (placas de
poliestireno MaxiSorp NUNC) a una concentracion
final de 1 ug/50ul en PBS ph 7,2. Se agrega por dupli-
cado 50ml de los sueros, diluidos 1/50 en soluciéon de
lavado (SL) PBS pH 7.2-Tween 20 al 0,05% con leche
descremada (LD) al 5% y se incuba a 37°C por 40 min
en camara himeda. Las placas se lavan 4 veces con SL
en lavador automatico TECAN y luego se agrega 50ml
de la anti-IgG humana conjugada a fosfatasa alcalina
diluida 1/500 en SL-LD y se incuba a 37°C por 40
min en camara htmeda. Transcurrido el tiempo se
realizan 4 nuevos lavados con SL y se agrega 50ml
del substrato para-nitrofenilfosfato, diluido en buffer
dietanolamina pH 9.6 (1 mg/ml) y se incuba a 37°C
por 10 min. Para detener la reaccion se afiade 50ml de
NaOH 1N y se realiza la lectura de absorbancia (Abs) a
405 nm en un lector de placas ELISA TECAN Spectra
Classic. Se fijo el punto de corte por el promedio de
la densidad optica mas 2 desviaciones estandar de
100 sueros de pacientes con resultados de ELISA-
IgG negativos. Valores de Abs menores a 0.200 se
consideran negativos y mayores a 0.230 positivos.
Los resultados con valores entre estas dos cifras se
repiten o se toma una nueva muestra al paciente.

Hemaglutinacion Indirecta: Globulos rojos de
carnero fueron tratados con acido tanico y sensibili-
zados con antigenos de epimastigotes de T. cruzi. Los
glébulos rojos tanizados y sensibilizados al 19, fueron
anadidos a diluciones seriadas de los sueros, agitados
y dejados en reposo durante 16 horas a temperatura
ambiente hasta la lectura de los resultados (Diaz-Bello
et al. 2008).

Cultivo agar-sangre: Dos ml de sangre se culti-
varon en medio bifasico y revisados periédicamente
por al menos 3 meses (WHO, 2002).
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):
Para la extraccion de ADN se utilizaron 5 ml de sangre
total con EDTA como anticoagulante mezclado con
igual volumen de 6M Guanidina HCl /0,2M EDTA
(Sturm et al. 1989). La reaccion de amplificacion se
dirigi6 a la deteccion de un fragmento de 330 pares
de base (pb) perteneciente al ADN del minicirculo del
kinetoplasto de T. cruzi (Schijman et al. 2003).

Abordaje del paciente con resultado positivo
al inmunodiagnoéstico: Se les refiere a la consulta
de Cardiologia del IMT cuya especialidad es el manejo
clinico de la ECh y se le da cita en nuestra consulta
clinica para evaluar la pertinencia de administrar
tratamiento anti-parasitario.

Abordaje del paciente agudo: Cuando la noti-
ficacion es del interior del pais, se solicita el envio de
tres tubos: tapa roja, tapa morada (EDTA) y tapa azul
(Citrato de Sodio), para la serologia (determinacion de
IgM e IgG especificas por ELISA), Reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y cultivo/inoculacién en raton,
respectivamente. Si el paciente esta hospitalizado
en la region capital, nos trasladamos para conocer la
historia, examinar al paciente y tomar las muestras.

Localidad Fechas

Pacientes (n)

Tratamiento: Dependiendo de la disponibi-
lidad se le administra benznidazol (6 mg/kg/dia por
60 dias) y onifurtimox (8 mg/kg/dia por 90 dias). Se
le da tratamiento programado a cualquier persona
con serologia positiva por dos métodos a quien se
le solicita hematologia, quimica sanguinea, electro-
cardiograma y Rx de toérax. El seguimiento inicial es
quincenal, advirtiéndole de los efectos colaterales
y con consentimiento informado firmado por el
paciente o su custodio. En caso agudo se le indica de
inmediato y se hace seguimiento semanal, también
con consentimiento escrito. En general, el tratamien-
to deberia ser ofrecido a los adultos hasta los 50 afios
pero se evita en pacientes con cardiopatia avanzada
(WHO, 2002).

RESULTADOS

Casos agudos de los brotes orales: Provienen
de los brotes de transmisiéon oral ocurridos desde el
afio 2007. Desde entonces se registran 14 brotes de
ECh de transmisién oral en Venezuela (Alarcéon de
Noya et al. 2015), de los cuales la SI-IMT ha partici-
pado en nueve (Tabla TA). Se contabilizan 244 casos

Adultos (n)

Ninos (n) Mortal. n(%)

Chacao, Caracas, DC Diciembre 2007 103 26 77 1(1)
San José, Caracas, DC Mayo 2008 3 2 1 0
Chichiriviche, Vargas Marzo 2009 89 9 80 5(5,6)
Antimano, Caracas, DC | Mayo 2010 22 5 17 1(4,5)
Coche, Caracas, DC Marzo 2012 4 4 0 0
Mirimire, Falcén Junio 2013 8 8 0 1(12,5)
El Guapo, Miranda Febrero 2014 3 2 1 0
San Cristébal, Tachira Julio 2014 5 4 1 0
Guarenas, Miranda Marzo 2015 4 3 1 1(25)
Yaguapita, Miranda Julio 2015 3 3 0 0
Total 244 66 (27%) 178(72,9%) 9(3,7%)
Tabla 1A

Brotes de Enfermedad de Chagas de transmision oral en Venezuela en los cuales ha participado
la Seccion de Inmunologia del Instituto de Medicina Tropical.
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agudos en total distribuidos en 178 nifilos y 66 adultos,
con 9 personas fallecidas. En la Tabla 1B se muestran
los casos registrados en otros brotes orales en el pais.

Dos microepidemias se registraron en escuelas
publicas, la primera urbana, en el Municipio Chacao
en Caracas afect6 a 103 personas (Alarcon de Noya et
al. 2010); y la segunda una escuela rural en Chichirivi-
che de la Costa, Estado Vargas afectando 88 personas
(Alarcon de Noya et al. 2016). En las encuestas epide-
mioloégicas en estas dos microepidemias, el vehiculo

comun probable de transmision lo constituy6 un jugo

de frutas preparado artesanalmente, que para el caso
de Chacao se evidenci6 una relacion estadisticamente
significativa entre la ingesta del jugo de guayaba y la
serologia positiva (Alarcon de Noya et al. 2010). El
abordaje diagnoéstico y los resultados encontrados en
situacion de emergencia en Chacao fue publicado en
detalle (Alarcon de Noya et al. 2012). En la Tabla 2 se
comparan los estudios de laboratorio en la poblacion
expuesta y en infectados por T. cruzi en las dos micro-
epidemias escolares atendidas por la SI-IMT, Chacao
2007 y Chichiriviche de la Costa 2009.

Localidad Fechas Pacientes (n) Adultos (n) Nifios (n) Mortal. n (%)
Rubio, Tachira Noviembre 2010 7 4 3 1(14,3)
El Bordo, Mérida Noviembre 2012 5 2 3 1(20)
La Macarena, Mérida Junio 2015 12 9 3 3(25)
San Cristébal, Tachira Mayo 2016 5 2 3 0
Total 29 17 (58,6%) 12 (41,3%) 4(13,8%)
Tabla 1B

Brotes de Enfermedad de Chagas de transmision oral en Venezuela diagnosticados
por otras dependencias diferentes al Instituto de Medicina Tropical.

Variables Chacao Chichiriviche

Infectados/Evaluados 103/1000 (10,3%) 88/441 (20%)
Pacientes Nifos 77 (74,8%) 79 (89,8%)

Adultos 26 (25,2%) 9(10,2%)

ELISA 19G (+) 103/103 (100%) 86/88 (97,7%)
Pruebas inmunoldgicas ELISA IgM (+) 90/103 (87,4%) 87/88 (98,9%)

HAI (+) 99/103 (96,1%) 85/88 (96,6%)
Pruebas parasitolégicas y Cultivo (+) 7/43(16,3%) 51/67 (76,1%)
moleculares PCR (+) 35/44 (79,5%) 40/50 (80%)

Tabla 2

Comparacion de los resultados de laboratorio obtenidos en las dos microepidemias escolares de infeccién oral
por Trypanosoma cruzi, Chacao 2007 y Chichiriviche de la Costa 2009 en Venezuela.
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Casos de la Consulta Externa: El namero total
de pacientes evaluados en la Consulta Externa de la
SI-IMT en el quinquenio 2012-2016 fue de 4958. Sin
embargo, solo se logré obtener los datos demografi-
cos de 3517 personas para el periodo 2013-2016. El
motivo de la solicitud del examen de laboratorio es
muy variado tal como puede apreciarse en la Tabla
3 en la cual se muestran los motivos de consulta
distribuidos por afio durante el periodo 2013 al 2016.
Destacan la picadura del vector, poseer antecedentes

epidemiologicos (familiares con ECh, proceder de area
endémica), serologia positiva anterior (generalmente
en bancos de sangre) y el descarte. Este tiltimo renglén
incluye aspirantes a ingresar en el ejercicio militar,
pre-empleo en algunas empresas, algunos pacientes
inmunosuprimidos, entre otras. Por otra parte, llama
la atencion las pocas solicitudes en embarazadas, en
pacientes con VIH y en personas en programa de tras-
plantes, tanto a los donantes como a los receptores.

Motivo de consulta Total de pacientes

2013 2014 2015 2016
ACV 3 2 3 24
Adenomegalia 2 1 1 0
Antecedente epidemiolégico 31 89 31 20
Arritmia y bloqueos 32 10 28 20
Cardiomegalia 16 2 19 18
Cardiopatia (otras) 32 4 22 30
Cefalea 3 3 2 7
Cirugia 3 4 8 1
Control 5 5 13 14
Derrame pericardico 2 0 3 1
Descarte (milicia, pre-empleo) 24 16 162 53
Dolor en el pecho 12 14 51 63
Donante de sangre 2 0 3 1
Edema 2 2 3 2
Embarazo 15 12 12 19
Hepatoesplenomegalia 3 3 1 1
Hipertensién arterial 29 54 20 27
Infeccion por VIH/SIDA 5 13 7 1
Picada de chipo 91 78 157 167
Pre-operatorio 1 1 0 3
Serologia anterior positiva 34 39 19 9
Sindrome febril 17 16 8 5
Trasplante 9 2 7 11

Tabla 3

Motivo de consulta de los usuarios solicitantes de diagnostico de Enfermedad de Chagas en la Seccién
de Inmunologia del Instituto de Medicina Tropical, UCV, Caracas, Venezuela, 2013-2016

Tribuna del Investigador | Vol. 19,No 1,2018 | 115



Belkisyolé Alarcén De Noya, Luciano Mauriello, Arturo Mufioz-Calderdn, Zoraida Diaz-Bello, Milagros Aponte, Eyleen Moronta, Paola Fratarolli, Yerly Mendoza,
Jefferson Munoz, Sara Pérez, | aurelys Vasquez, Cecilia Colmenares, Raiza Ruiz-Guevara

Datos demograficos: La distribucion por
sexo en 3517 personas solicitantes fue de 51% en
mujeres y 49% en varones. La procedencia de los
usuarios para el periodo 2013-2016 se ilustra en la
Figura 3, donde destacan las solicitudes de personas
provenientes del Estado Vargas. Sin embargo, cuando
se analiza la procedencia de las personas infectadas,
estas provienen en su mayoria de Caracas y el Estado

Miranda (Figura 4).
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Porcentaje de pacientes asistentes a consulta
(41}

segun estado de origen en el periddo 2013-2016
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Aragua
Amazonas
Apure
Anzoétegui
Barinas
Bolivar
Carabobo
Cojedes

Delta Amacuro

Figura 3

La prevalencia promedio de infeccion por T. cruzi
para el quinquenio 2012-2016 se ubica en 12,4%,
siendo del 6,5% de positividad en 1441 personas
atendidas en el afio 2012. A partir de entonces se
observa una disminucién de solicitantes, pero una
mayor frecuencia de casos diagnosticados ubican-
dose la prevalencia entre 11,7 y 15,4% para el periodo
2013-2016.

Lara 4|

Mérida |

Monagas - |

Nueva Esparta -]
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Portuguesa
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Distribucién de acuerdo al estado de procedencia de los usuarios solicitantes de diagndstico de Enfermedad de Chagas
en la Seccion de Inmunologia del Instituto de Medicina Tropical, Caracas, Venezuela, 2013-2016.

116 | Tribuna del Investigador | Vol. 19, No 1, 2018



Enfermedad de Chagas: un diagndstico olvidado de serias consecuencias

\!
A}

% de pacientes positivos segun su estado
de origen en el periodo 2013-2016

o

Apure 4 |

Aragua -+
Barinas -

Anzoategui
Bolivar -]

Carabobo ]
Caracas
Guarico 4|

Figura 4
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Distribucién de acuerdo al estado de procedencia de los pacientes infectados con Trypanosoma cruzi
en la Seccion de Inmunologia del Instituto de Medicina Tropical, Caracas, Venezuela, 2013-2016.

La Tabla 4 recoge la informacién general relativa
al numero de usuarios, namero de positivos en la
serologia en dos pruebas de diagnéstico diferentes
y su distribucién por grupo etario para el periodo
2013-2016. Se aprecia la poca afluencia de nifios y
mayor positividad (de 21 a 29%) en el grupo etario
> de 50 afos.

Pacientes tratados con medicamentos
anti-Trypanosoma cruzi: Se nos presentan las dos
situaciones de la ECh: el tratamiento en fase aguda

y el tratamiento de los pacientes en fase cronica. La

Tabla 5 muestra el niumero total de personas tratados
en la SI-IMT. Deben descontarse 21 personas trata-
das en el brote de Chacao a quienes se les administro
tratamiento como casos probables por vinculo epide-
miologicos pero no se les demostr6 infeccion por T.
cruzi, por lo que el nimero de pacientes en fase aguda
demostrada tratados es de 242. El total de pacientes
diagnosticados por afio contrasta con el numero de
los pacientes tratados, especialmente en lo que se
refiere al tratamiento de pacientes cronicos.
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2013 2014 2015 2016
Grupo etario | Total de Positi\./c?s l9G Total de Positi\./(?s l9G Total de Positi\./(?s l9G Total de Positi\./(?s l9G
. especifica . especifica . especifica . especifica
pacientes anti-T.cruzi pacientes anti-T.cruzi pacientes anti-T.cruzi pacientes anti-T.cruzi
<1 afo 3 0 17 1 7 2 5 0
1al10anos |74 0 76 2 60 0 34 0
11 a 20 afos | 96 1 98 5 90 1 79 1
21 a30anos | 130 6 139 6 138 5 75 3
31 a 40 anos | 98 9 111 4 129 8 90 7
41 a50anos | 134 11 134 16 115 13 85 6
>50 afos 398 117 388 100 371 78 343 86
Total 933 144 (15,4%) 963 134 (13,9%) 910 107 (11,7%) 711 103 (14,4%)
Tabla 4

Distribucion por edad de los solicitantes de diagndstico de Enfermedad de Chagas e infectados
en la Seccién de Inmunologia del Instituto de Medicina Tropical, UCV, Caracas, Venezuela, 2013-2016.

CASOS AGUDOS
i PROBABLES ¥ CONFIRMADOS CRONICOS
CONFIRMADOS
2007 121 100 12
2008 3 3 37
2009 88 84 40
2010 25 21 24
2011 0 0 29
2012 4 4 18
2013 8 8 18
2014 9 8 13
2015 5 5 15
2016 0 0 14
Total 263 233 218
Tabla 5

Personas tratadas con anti-parasitarios
para Trypanosoma cruzi en la Seccion de Inmunologia
del Instituto de Medicina Tropical, UCV,
Caracas, Venezuela, 2013-2016.

DISCUSION

Existen varias formas de llegar al diagnostico de la
ECh siendo las mas frecuentes a través de los bancos
de sangre donde se examina un reducido sector de la
poblacion, en el cual el donante no necesariamente
se entera del resultado de los examenes practicados a
su donacion y el descarte en personas con cardiopatia

(cardiomegalia o arritmias). Tampoco se sospecha en
casos agudos no asociados a la presencia del vector,
constituyéndose los casos agudos de transmisiéon oral
en un elemento de reciente descubrimiento en la
epidemiologia de la ECh en Venezuela. La inexistencia
del despistaje obligatorio de infeccion por T. cruzi (por
ejemplo en embarazadas, nifios, certificados médicos)
contribuye al desconocimiento de la situacion actual
de la transmision de T. cruzi. De aqui nuestra perma-
nente preocupacion por concientizar a los servicios
de salud sobre la existencia de casos agudos de alta
letalidad debido a la infeccion oral por T. cruzi y
a la presencia de la fase cronica asintomatica de la
ECh. En el primer caso, el diagnoéstico es responsa-
bilidad de los servicios médicos de emergencia y en
el segundo caso, el diagnoéstico temprano soélo es
posible por la practica de la serologia en programas de
vigilancia epidemiolodgica a nivel nacional con filtros
de diagnostico, por ejemplo al entrar en la primaria, al
terminar el sexto grado, al ingresar a la universidad,
en embarazadas y en los certificados de salud en los
examenes de pre-empleo en toda la poblacion.

Para diagnosticar la ECh en sus diferentes presen-
taciones clinicas hay que sospecharla, de aqui que
es necesaria la incorporacién de este diagnostico
en los protocolos del sindrome febril prolongado de
causa desconocida, en el sindrome edematoso, en
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el hepatoesplénico, en conjuntivitis, en sindrome
ganglionar, en pacientes con VIH-SIDA, en trasplan-
tes, entre otros. No todas las personas que se infectan
se enferman, y no todas las personas que adquieren la
enfermedad desarrollan la fase aguda. Los pacientes
en su mayoria, pasan a la fase cronica inaparente, asin-
tomatica sin mayores dafios aparentes detectables por
los examenes de rutina. En este punto, es importante
destacar que la forma clinica de presentacion de la
ECh en su fase aguda (cuando se presenta) es muy
diferente a la fase cronica y por otra parte, la forma
aguda por el mecanismo de infeccion transcutanea es
diferente a la infeccion por via oral.

Mantenemos que el diagnoéstico de la fase aguda en
lineas generales es casual, accidental y por tanto ines-
perado. No se plantea como diagnoéstico de primera
impresion diagnostica, a menos que se encuentre
vinculado con otros casos agudos ya diagnosticados.
Por otra parte, el diagnéstico confirmado de la ECh
producto de un despistaje por motivos laborales, por
donacién de sangre o por vinculacion con un pariente
infectado, es siempre una sorpresa tanto para el
paciente como para el médico.

Los brotes de ECh de transmision oral nos presen-
tan una nueva realidad epidemiologica (Alarcon
de Noya & Noya. 2015) ya que estamos frente a
la diseminaciéon y domiciliacion de una plaga de
triatominos hematéfagos con una especie frecuente-
mente reportada en el pais y registrada en la region
capital como es Panstrongylus geniculatus, vector que
ademas se encuentra infectado en el 75% de los ejem-
plares examinados en el IMT (Carrasco et al. 2014).
Desde 2007 se han reportado 14 episodios de ECh de
transmision oral en el territorio nacional con mortali-
dad promedio de 5% (Alarcon de Noya et al. 2015),
y hasta de 25% en el brote de Mérida 2015 (Afez et
al. 2016).
desde 2007 y en septiembre 2017 se diagnostico en

Han sucedido uno 6 dos brotes anuales

Colombia, la infecciéon aguda por T. cruzi en dos nifios
fallecidos provenientes de Tariba, Estado Tachira.
La ocurrencia de transmision oral se ha repetido
varias veces a nivel central (region capital, Estados
Vargas y Miranda) y en el occidente del pais en los

Estados Falcon, Mérida y Tachira. Como quiera que
P geniculatus esta ampliamente distribuido en todo
el territorio nacional, los brotes de transmision oral
y los casos agudos transcutaneos pueden aparecer
en cualquier estado donde exista la presencia de
triatominos hematoéfagos. La fase aguda de ECh es
dificil de diagnosticar, no por los examenes de labo-
ratorio sino porque la ECh no se encuentra en los
protocolos clinicos habituales y puede confundirse
con las arbovirosis, infeccion urinaria, paludismo y
otras infecciosas.

La aplicacién simultanea del inmunodiagnostico
por ELISA para la deteccion de anticuerpos especi-
ficos IgM e IgG fue la clave para la deteccion de los
casos agudos en la poblacion expuesta. Los ensayos
parasitolégicos y moleculares so6lo se pudieron
realizar en un segmento de la poblacién infectada
pues de entrada se requeria del diagnoéstico del caso
confirmado para la inmediata administracion de
tratamiento anti-parasitario. Con la experiencia de la
primera microepidemia (Chacao), los resultados para
la deteccion del parasito en la poblacion afectada de
Chichiriviche fueron mas efectivos. El diagnéstico de
laboratorio debe ser abordado con todas las pruebas
de diagnostico posible, no sélo para la determinacion
de los anticuerpos especificos sino también para la
demostracion del parasito. El tratamiento anti-para-
sitario, solamente expedido por las Direcciones de
Salud Ambiental del Ministerio Popular para la Salud,
debe ser administrado inmediatamente posterior al
diagnostico en los casos comprobados y en aquellos
sintomaticos vinculados epidemiolégicamente. La
evolucion suele ser rapida y puede presentarse un
desenlace fatal por derrame pericardico severo y
arritmia.

La motivacién para solicitar el diagnostico es
variable. En los datos de la consulta externa del IMT,
la mas frecuente es la picadura de chipo seguida por
“descarte”. En este item se incluyen aquellas perso-
nas con resultado positivo en banco de sangre. Este
motivo estd mal registrado pues dependiendo del
entrevistador cuando una persona tiene un resul-
tado positivo en banco de sangre lo puede incluir en
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“descarte, antecedentes epidemiolédgicos, serologia
anterior positiva o donante de sangre”. La afluencia
de niflos, embarazadas y personas jovenes es baja, por
lo tanto una de nuestras recomendaciones es la incor-
poracion del despistaje de la ECh de rutina en grupos
bajo riesgo como nifios, embarazadas, conscriptos,
pre-empleo, en quienes el tratamiento anti-parasitario
tiene indicacion.

En relacion con las embarazadas, el despistaje de
la ECh deberia estar incluido en las pruebas de infec-
ciones del embarazo que pueden comprometer al feto
(TORCH) por el solo hecho de ser un pais endémico de
ECh. En este sentido, hemos considerado proponer las
siglas TORCHCh en la cual Ch representaria “Chagas”.
No obstante, esta iniciativa requiere de una decision
politica mas que académica. Venezuela fue el primer
pais donde se detectd la transmision congénita de
la infeccion por T. cruzi (Dao, 1949). Desde entonces
las notificaciones de transmision vertical se reducen
a tres casos mas (Gavaller, 1953; Suarez et al. 2010;
Alarcon de Noya et al. 2017), los dos altimos ocurridos
durante la fase aguda de la ECh transmitida oral-
mente demostrandose la presencia del parasito en los
organos fetales (Alarcon de Noya et al. 2017; Suarez
et al. 2010). La presencia tan extendida del vector en
el pais y la presencia del ciclo urbano de T. cruzi en
ciudades como Caracas (Herrera, 2014) son motivos
suficientes para practicar la serologia de la ECh en
la embarazada venezolana independientemente de
su lugar de procedencia. Si bien la administracion
de medicamentos anti-T. cruzi esta contraindicada
durante el embarazo, la positividad en una embaraza-
da advierte al médico de los riesgos a los cuales puede
exponerse al feto y su obligatoriedad de descarta un
caso congénito. El tratamiento de mujeres en edad
fértil ha disminuido considerablemente la aparicion
de casos congénitos (Sosa-Estani et al. 2009).

La fase cronica puede ser silente en el 70% de
los casos cronicos 6 puede ser sintomatica aun en
personas jovenes quienes evolucionan rapidamente a
la miocardiopatia chagasica caracterizada por cardio-
megalia y arritmias (Viotti & Vigliano. 2015). En las
dos circunstancias, el diagnostico siempre es tardio, ya

que la infeccion ha ocurrido generalmente en la nifiez
y el paciente ha evolucionado silenciosamente a la
cronicidad sin recibir tratamiento el cual es de menor
eficiencia durante la fase créonica de la enfermedad.
Nuestro criterio es administrar tratamiento especifico
a aquellas personas que lo puedan tolerar y quienes
atn no se encuentran en fases terminales (Kuschnir II
y III). En el periodo evaluado 2013-2016, la afluencia
de personas menores de 20 afos fue muy baja y el
porcentaje de positividad es mas frecuente en perso-
nas mayores de 50 anos légicamente porque son
referidas por cardidlogos cuando la ECh ya muestra
todas sus caracteristicas clinicas.

En diez afilos hemos administrado tratamiento
antiparasitario a un poco mas de casos agudos (242)
que de casos cronicos (218). De los casos agudos
tratados, 233 corresponden a personas infectadas por
via oral. Los pacientes de los brotes orales no estan
incluidos en los casos diagnosticados en la Consul-
ta Externa. El namero de casos cronicos tratados
contrasta con el niumero de diagnosticados siendo su
rango de 12 a 40 pacientes por afio en los diez afios
revisados. Estas cifras corresponden parcialmente al
numero de pacientes diagnosticados menores de 50
afios a quienes convocamos de manera insistente
para administrarles tratamiento anti-parasitario.
Los pacientes con infeccion confirmada por T. cruzi
mayores de 50 anos, generalmente ya han progresa-
do a Kuschnir II o Il y no reciben tratamiento. No
obstante, evaluamos las condiciones del paciente y
los beneficios. En otras palabras, la frecuencia del
diagnostico de la ECh es mas numerosa en pacientes
mayores cuando ya es muy poco o ninguno, el benefi-
cio del tratamiento anti-parasitario.

RECOMENDACIONES

1. Reactivar y fortalecer el Programa de Control de la
Enfermedad de Chagas.

2. Restringir el uso de bebidas artesanales en
colegios, sustituyéndolos por productos pasteuri-
zados.

3. Control sanitario de expendedores de bebidas
artesanales.
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4. Incluir la practica del despistaje de la ECH en los
examenes de la embarazada.

5. Realizar cortes poblacionales de diagnoéstico en
escolares, al ingresar, al egreso del 6 grado y al
egreso del bachillerato.

6. Incluir el diagnostico de ECh en revisiones de pre-
empleo, examenes médicos de conscriptos, uni-
versitarios, entre otros.

7. Practicar el diagnostico de la ECh en protocolos de
VIH, trasplantes (de cualquier 6rgano), estudios de
fiebre prolongada, en inmunosuprimidos o en per-
sonas con tratamientos con esteroides, en cardio-
patas agudos y cronicos de cualquier edad.

8. Control de calidad del diagnoéstico de la ECh en
bancos de sangre.

9. Plantearse la encuesta nacional de Enfermedad de
Chagas en toda la poblacién de 5 a 20 afos con los
grupos de salud del Ministerio y de las universi-
dades y centros de investigacion.
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RESUMEN

La emergencia del Zika con caracter epidémico en el continente americano
ha creado situaciones inéditas desde el punto de vista epidemiolégico, obligan-
do a los sistemas de salud regionales a enfrentar desafios para los cuales no
estaban completamente preparados y a improvisar decisiones para copar con
una dificil situacion de gran impacto en la poblaciéon afectada. El analisis de la
experiencia vivida puede servir de aprendizaje para afrontar potenciales futuras
situaciones epidémicas con agentes virales trasmitidos por vectores urbanos.

Palabras Clave: Zika; complicaciones clinicas; preparacion; desafios

EMERGENCE OF ZIKA VIRUS IN LATIN AMERICA. LEARNING ON THE FLY

ABSTRACT

The emergence of the zika fever as a large epidemic affecting most of the
Americas has created new situations from the epidemiological point of view,
forcing regional health systems to face challenges for which they were not fully
prepared and improvise decisions to cope with a difficult situation of great
impact on the affected population. The analysis of such experience might serve
as a learning point to deal with eventual epidemic situations due to other viral
agents transmitted by urban vectors in the future.

Keywords: Zika; clinical complications; preparedness; challenges

Los desafios de la salud pablica global han cambiado dramaticamente
en el altimo siglo. Producto de las tendencias epidemiologicas y demogra-
ficas, las enfermedades crénicas no transmisibles han desplazado a las
enfermedades infecciosas como primera causa de morbi-mortalidad. Aun
asi, situaciones como la pandemia de HIN1 (2009) y la epidemia de Ebola
(2014-2015) han puesto en evidencia la persistencia de las enfermedades
infecciosas como un importante problema de salud publica, y la necesidad
de una respuesta global frente a patogenos emergentes, revelando igual-
mente la amenaza de la re-emergencia de infecciones que se creian bajo
control, en medio de profundas carencias en salud en los paises en vias de
desarrollo. Con el advenimiento reciente de la epidemia de Zika en Lati-
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noamérica, se han evidenciado los profundos desafios
que implica enfrentarse a escenarios de incertidumbre
en salud publica, si bien nuestra region ha sido mas
diligente y autébnoma en sus decisiones en parte debido
a algunos avances de sus sistemas sanitarios.

Ciertamente, la inequidad social, el rapido
crecimiento urbano no planificado, la inequidad en el
acceso a sistemas efectivos de aprovisionamiento de
agua potable y las migraciones humanas en paises en
vias de desarrollo han sido factores determinantes en
la persistencia e incremento en el continente tanto de
la presencia del mosquito Aedes aegypi como del virus
del Dengue durante las Gltimas décadas (Kraemer et
al. 2015). Esta situacién, ahora facilita la introduccién
de otras infecciones transmitidas por el mismo vector
como lo son Chikungunya, Zika y potencialmente de
namero importante de virus en el futuro.

Aunque el virus del Zika (ZIKV) fue identificado en
Uganda en 1947, solo casos esporadicos fueron repor-
tados en Asia y Africa en las décadas posteriores (Dick
et al. 1952). Se considera que la reciente epidemia de
Zika que nos afecta se inicié en 2007 en la Micronesia,
luego se expandio a la Polinesia Francesa en 2013, y
a partir de alli pas6 a Latinoamérica, empezando en
Brasil a finales de 2014, desde donde se extendi6
rapidamente a la mayor parte de los paises de los
otros paises de la region (cita 3; Campos et al. 2015).
No obstante, a diferencia de los virus Dengue (DENV)
y Chikungunya (CHIKV), los cuales se asocian con
una letalidad significativa y en el caso del segundo,
con una alta tasa de ataque clinico, el ZIKV ha repre-
sentado una situacion mucho mas compleja y de un
innegable gran impacto poblacional debido en parte a
su asociacion con microcefalia y otras graves lesiones
congénitas, ademas de complicaciones postinfeccio-
sas como el sindrome de Guillain-Barré (Staples et al.
2016; WHO. 2016). Adicionalmente, es posible que
un numero significativo de las infecciones observa-
das en los paises afectados sean adquiridas por via
sexual y no vectorial, dificultando atin mas el control
y prevencion de la infeccion (MMRW. 2017).

Las razones subyacentes para la propagacion
mundial observada del ZIKV no han sido aclaradas

totalmente, destacalo poco que entendemos atin sobre
la difusién mundial de flavivirus y otras enfermedades
transmitidas por vectores. Las hipotesis actualmente
bajo consideracion incluyen posibilidades tan diversas
como la evolucion adaptativa del ZIKV que permitiria
una mayor infectividad para los vectores urbanos de
especies de Aedes, o alternativamente, una evolucion
adaptativa en el huésped humano que conduciria a
niveles mas altos de viremia que a su vez facilitaria
tanto la transmision por los mosquitos como el riesgo
de transmision fetal transplacentaria.

No menos importante parece ser la introduccion
de ZIKV en poblaciones sin exposicion previa, impul-
sada por el incremento de los viajes internacionales,
expansion de los centros urbanos tropicales, areas y
abundantes poblaciones de mosquitos susceptibles.

El hemisferio occidental ha enfrentado a una
situacion epidemiologica sin precedentes con la
cocirculacion generalizada de los virus del Dengue,
Chikungunya y Zika, tres arbovirus de importancia en
salud publica. La simultanea emergencia y reemergen-
cia de estos tres agentes plantea nuevos retos tanto
para los médicos como para las autoridades de salud.

Las caracteristicas clinicas sobrepuestas entre las
enfermedades causadas por ZIKV, DENV y CHIKYV,
asi como la posible reactividad cruzada entre DENV,
ZIKV y otros flavivirus cuando se utilizan los métodos
inmunologicos para la deteccion de IgM, dificultan el
diagnostico confiable de la enfermedad en areas con
circulacion activa de ambos virus (Waggoner y Pinsky.
2016). Esta situacion se complica aan mas debido a
la posibilidad de coinfecciones con cualquier combi-
naciéon de ellos en el humano (Waggoner y Pinsky.
2016; Zambrano et al. 2016), y la documentacion
experimental de la infecciéon dual en mosquitos
(Nuckols et al. 2015).

Debido a la alta posibilidad de reactividad cruzada
entre DENV y ZIKV en los inmunoensayos para la
deteccion de IgM y de IgG, en las Américas el diag-
nostico diferencial mediante deteccion de ARN viral
es fundamental para identificar al agente causante
de estas infecciones en este contexto (Cabral-Castro
et al. 2016). Sin embargo, el uso de tecnologias de
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diagnoéstico mas asequibles para paises en desarrollo,
tales como la reaccion de la polimerasa en cadena
(PCR) anidada, puede plantear un riesgo mayor de
resultados falsos positivos en comparacion con la
PCR en tiempo real; por lo tanto, algunos resultados
requeriria confirmacién por otras técnicas validadas
como RT-PCR o secuenciacién viral (Cabral-Castro et
al. 2016; Calvo et al. 2016).

La deteccion cualitativa simultanea y la diferen-
ciacion del ARN de ZIKV, DENV y CHIKV en el suero
humano o en liquido cefalorraquideo, y la deteccion
cualitativa del ARN del ZIKV en muestras de orina y
liquido amniético (colectadas junto con muestras de
suero del mismo paciente) puede lograrse mediante la
técnica de rRT-PCR (Waggoner ].]., Pinsky B.A. 2016).

Una particularidad interesante del ZIKV es su
capacidad de transmitirse sexualmente, ademas la
posibilidad de transmision transplacentaria y perina-
tal durante el parto y posiblemente, por transfusion
sanguinea (Besnard et al. 2013-2014; Musso et al.
2013-2014). La primera evidencia de transmision
sexual fue sugerida en 2011 y méas tarde confirmada
por varios informes (Foy et al. 2011; Musso et al. 2015;
D’Ortenzio et al. 2016; Hills et al. 2016). Aunque en
solamente pocos casos los pacientes involucrados
experimentaron hematospermia, como evidencian los
casos publicados por Foy (Foy et al. 2011) y Musso
(Musso et al. 2015); los reportes paralelos de Torres
(Torres et al. 2016), y Huits (Huits et al. 2016) confir-
man e indican que la microhematospermia puede ser
un evento relativamente comun. De hecho, en la serie
de casos (Huits et al. 2016), de los cuatro pacientes
convalecientes de infeccion reciente por ZIKV segui-
dos prospectivamente para evaluar la cinética del virus
en semen, uno experimentd hematospermia patente
asintomatica y otros tres microhematospermia;
adicionalmente, los cuatro casos publicados por
Torres (Torres et al. 2016), presentaron microhe-
matospermia asintomatica por periodos prolongados,
todo lo cual sugiere que los hombres con infeccion
aguda pueden desarrollar cambios inflamatorios en
el tracto urogenital que jugarian un papel poten-
cial en la presencia y persistencia del virus en este

compartimiento corporal, con niveles de carga viral
superiores a los concurrentes en el suero (Huits et al.
2016). Ningn otro arbovirus ha demostrado ninguna
asociacion con hematospermia o ha sido encontrado
en el semen. Por otra parte, la demostracion de ZIKV
infeccioso en la orina, junto con la deteccion de ARN
de ZIKV en la orina incluso después de la viremia,
podria ser consistente con replicacion de ZIKV en el
tracto urinario (Atkinson et al. 2016; Foy et al. 2011;
Reusken et al. 2016). Debe destacarse que al menos
dos instancias de transmision sexual de un portador
asintomatico de ZIKV en semen han sido reportadas
(Fréour et al. 2016).

Aunque la picadura de mosquito representa sin
lugar a dudas el principal modo de transmision de
Zika, la baja viremia observada en muchos pacientes
y la rapida difusion dentro y entre paises de algunas
regiones como las Américas, apoya el papel de otros
modos de transmision, tales como las relaciones
sexuales, que podrian contribuir a su diseminacién
(Atkinson et al. 2016; Brooks et al. 2016; Fréour et
al; 2016; Huits et al. 2016; Lazear y Diamond. 2016;
Reusken et al. 2016). Como resulta dificil identificar
y caracterizar los casos de infeccién por transmision
sexual infeccion por el virus Zika en areas que experi-
mentan intensas transmision autdctona vectorial del
ZIKV, la mayor parte de los reportes de transmision
sexual se originan en zonas donde no ocurre trans-
mision autéctona lo que permite oportunidades
Unicas e importantes para aprender sobre este modo
emergente de transmision.

La situacion de relativo aislamiento inmune de los
testiculos puede permitir al ZIKV persistir en estos
organos por periodos prolongados, sirviendo como
reservorios con potencial para permitir la transmision
sexual a personas sanas. El periodo de eliminacion del
ZIKV por el semen parece coincidieron con la dura-
cion de la espermatogénesis (69-80 dias), sugiriendo
la posibilidad de infeccion de células progenitoras
del semen y la persistencia viral durante el proceso
de diferenciacion (Atkinson et al. 2016; Huits et al.
2016). Debe destacarse que los ratones inmunode-
ficientes con infeccion experimental por el ZIKV
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muestran los niveles mas altos de replicacion viral
en los testiculos y cerebro (Rossi et al. 2016). No
obstante, se requieren de mas estudios dirigidos a
conocer mejor los mecanismos que hacen posible la
persistencia del ZIKV en el semen y el riesgo real de
transmision sexual del ZIKV.

La constatacion de un prolongado riesgo potencial
para la transmision sexual, por periodos mas prolon-
gados a los inicialmente reportados, ha conducido a
una revision de las recomendaciones de prevencion
de transmision sexual e infecciones en el embarazo
emitidas por las autoridades de salud en diversos
paises (Nicastri et al. 2016).

La evidencia creciente de la asociacion entre Zika
y alteraciones neuroloégicas congénitas severas, dada
principalmente por aumento en el reporte de casos
de microcefalia en diversos paises, llevo a la OMS a
decretar una emergencia de alcance internacional
el 1 de febrero de 2016 (Gulland. 2016). Aun no
disponemos de suficientes estudios prospectivos que
permitan precisar el riesgo exacto de trasmision verti-
cal del ZIKV, si bien la informacién existente sugiere
que el mismo es mayor que lo inicialmente estimado.
En cerca de 1.000 embarazadas con evidencia de labo-
ratorio de infeccion aguda por el ZIKV seguidas en el
Registro Nacional de Zika de EEUU, que completaron
sus embarazos en 2016 , 10% de los recién nacidos
presentaron lesiones congénitas, cifra que ascendi6
al 15% en aquellos cuyas madres tuvieron infeccion
confirmada durante el primer trimestre (Honein et al.
2017).

En este escenario incierto, los ministerios de
salud de los paises de la region han tenido que tomar
decisiones de salud publica, algunas de ellas muy
controversiales, a fin de minimizar el impacto de la
primera ola de la epidemia. Tal es el caso de la reco-
mendacion a las mujeres en edad reproductiva que
viven en areas de riesgo de posponer el embarazo entre
6 meses y hasta dos afios. Sin embargo, este tipo de
recomendacion ademas de compleja y controversial,
resulta dificil de implementar en la practica debido
a las serias limitaciones que las mujeres latinoameri-
canas tienen para acceder a métodos anticonceptivos

o recibir informaciéon y educacion sexual (Roa. 2016).
No obstante, estudios recientes de modelacion epide-
miologica sugieren que los esfuerzos por limitar la
exposicion al ZIKV durante el embarazo en areas de
alta transmision, son muy limitados en el primer afio
de la epidemia; lo cual es seguido de una disminucion
acelerada de la exposicion al virus en mujeres en
edad reproductiva en los siguientes dos afos, inde-
pendientemente de los esfuerzos de control vectorial,
debido al rapido desarrollo de inmunidad adquirida
en la poblacion, lo que a su vez haria que la infeccion
de las embarazadas en los afios siguientes sea muy
improbable (Bewick et al. 2016).

Se dispone de poca informacion sobre el tropismo
celular de ZIKV y la naturaleza de los receptores celu-
lares que median su entrada en diferentes tejidos, asi
como los mecanismos de infeccion utilizados por el
ZIKV y la activacion de las vias de respuesta inmune
especifica del huésped provocada por el virus. En
este sentido, la obra de Chen y colaboradores (2016),
revelando que los fibroblastos uterinos (UF) son
susceptibles a la infeccion por el ZIKV abre la posi-
bilidad de que el Gtero juega un papel relevante en la
transmision sexual del virus (Chen et al. 2016).

Estos resultados estan en concordancia con
reportes anteriores y recientes en la literatura que
resaltan la importancia de los fibroblastos como un
tipo de célula de replicacion primaria para los

flavivirus, pudiendo contribuir con una posterior
diseminacioén (Bustos-Arriaga et al. 2011; Chen et al.
2016). La infeccion viral primaria de fibroblastos de
la piel con el ZIKV esta vinculada con una estimula-
cion de la expresion de TLR3 mARN y un aumento
de la transcripcion de RIG-I1 y MDADS, todos los cuales
estan relacionados con la respuesta inmune innata a
las infecciones por virus ARN. Esto es seguido por un
aumento en la expresion de interferon alfa y -beta y
sus vias descendentes de activaciéon inmune (Bustos-
Arriaga et al. 2011). Se requieren investigaciones
adicionales, a fin de definir la contribucién exacta
con la infeccion por el ZIKV de receptores especifi-
cos celulares en los fibroblastos y/o de eventuales
factores de adherencia, su tropismo y patogénesis.
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En la experiencia latinoamericana, las mujeres
de edad reproductiva fueron mucho mas propensas
a padecer Zika que los hombres durante la epidemia,
sugiriendo la posibilidad de que la transmisién sexual
de hombre a mujer puede explicar esta diferencia
(Coelho et al. 2016). Una salvedad a esta conclusién
es el hecho de que sélo porque las estadisticas
muestren una correlacion evidente entre estos dos
parametros no quiere decir que necesariamente
existe una relacion causal subyacente. De hecho, la
confirmacién de al menos un caso de trasmision de
la infeccion por ZIKV de una mujer sintomética a una
pareja de sexo masculino (Davidson et al. 2016), y la
deteccion de RNA del ZIKV en fluidos vaginales de
un paciente 3 dias después del inicio de los sinto-
mas y en el moco cervical hasta 11 dias (Davidson
et al. 2016; Prisantemail et al. 2016), indica que las
parejas de mujeres infectadas pueden adquirir ZIKV a
través exposicion a las secreciones vaginales o sangre
menstrual durante el acto sexual. Por lo tanto, otros
factores explicarian en parte por qué las mujeres en el
grupo de edad sexualmente activas pueden verse mas
afectados (Coelho et al. 2016).

Debe
recientes indican que ratones hembras infectadas por

destacarse que datos experimentales
via intravaginal desarrollan una induccion respuesta
inmune innata inadecuada reflejada en una minima
produccion de interferon antiviral y una débil
respuesta inflamatoria local, ocasionando un control
disminuido de la replicacion viral y una falla en la
maduracion de las células presentadoras de antigenos
(CPA) a nivel vaginal. Otros virus ARN como el virus de
la linfocoriomeningitis también afectan la inmunidad
adaptativa localmente al ser inoculados intravaginal-
mente debido a la falta de maduraciéon de las CPA, lo
cual a su vez produce un retardo en la activacion de
las células CD8+ en los ganglios linfaticos regionales,
que interfiere con la aparicion rapida células T CD8+
efectoras en la mucosa vaginal, retardando atin mas el
control viral en esta érgano (Khan et al. 2016).

El Sindrome de Guillain Barré (SGB) representa un
riesgo genuino en pacientes recientemente infectados
con el ZIKV. Esta asociacion primero fue divulgada

durante el brote de Zika en la Polinesia francesa entre
2013 y 2014 (Cao-Lormeau et al. 2016), donde el
riesgo de sufrir de SGB fue 10 veces al riesgo anual en
paises como los EEUU (24 por 100.000 Vs. 1,8 por cada
100.000 infecciones, respectivamente). La mayoria
(88%) de los casos de SGB en pacientes sintomaticos
se desarrollan alrededor de 6 dias después de inicia-
dos los sintomas de la infeccién aguda (Cao-Lormeau
et al. 2016; Dos Santos et al. 2016).

Segun los datos reportados por los paises de la
region a la Organizacién Panamericana de la Salud,
también se observd un significativo aumento de la
incidencia de SGB en Brasil, Colombia, Venezuela y
El Salvador, en asociacion con la epidemia reciente
de zika en las Américas (Dos Santos et al. 2016). La
mortalidad del SGB asociado al ZIKV se espera que
sea mayor en aquellos entornos médicos donde las
disponibilidades de dispositivos para apoyo respira-
torio no son adecuadas o son escasas, como es el caso
en muchos lugares de América Latina.

Cabe sefalar que cambios en la incidencia de
SGB en la regién pudieran no estar relacionados
exclusivamente a la infeccion por el ZIKV per se, sino
también a las fluctuaciones en la incidencia de DENV
u otros flavivirus que pudieran favorecer la mayor
patogenicidad del mismo a través de mecanismos de
reforzamiento inmunologico dependiente de anti-
bidticos, como ha sido sugerido por estudios in vitro
(Bardina et al. 2017).

En medio de la epidemia, los paises deben seguir
tomando decisiones basados atin en un conocimiento
incompleto de los efectos de este virus a nivel tanto
individual como poblacional, efectos que de hecho
podrian tardar algunos afios para ser completamente
entendidos. Asi, esta epidemia nos esta ensenan-
do, entre muchas otras cosas, que los sistemas de
salud deben estar cada vez mejor preparados para
enfrentar amenazas inicialmente desconocidas. La
incorporacion de herramientas epidemioldgicas mas
complejas en la toma de decisiones, abre una posi-
bilidad de poner en evidencia los escenarios mas
importantes a los cuales nos enfrentamos en una
situacion de incertidumbre.
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Entre muchos desafios, promover la generacion
a nivel regional de este conocimiento y su incorpo-
racion en la toma de decisiones, seran fundamentales
para enfrentar esos futuros escenarios.
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Alteracion histologica y del perfil
proteico en la cardiotoxicidad
cronica inducida por adriamicina
en ratas Sprague Dawley

RESUMEN

La cardiotoxicidad crénica por adriamicina, constituye una de las princi-
pales causas de morbilidad y mortalidad, asociada a la administracion de este
agente antineoplasico, especialmente en nifios sobrevivientes al cancer. A fin
de evaluar el efecto que sobre el desarrollo ejerce la adriamicina, en este trabajo,
se estudia las alteraciones histolégicas y del perfil proteico de la cardiotoxici-
dad crénica inducida por adriamicina, administrada a ratas al final del periodo
de lactancia. Ratas macho Sprague-Dawley, fueron distribuidas al azar (n=6) en
grupos control (CON) y adriamicina (ADR). La adriamicina fue administrada (6
mg/kg p.c.) en tres subdosis (2 mg/kg p.cc/u en NaCl a 0,9%, 0.1mLi.v.). Al grupo
CON se le administré solucion fisiologica (NaCl 0,9%, i.v. 0,1 mL). Ambos, cada
tres dias. A las seis semanas post-tratamiento, las ratas fueron sacrificadas. La
pared ventricular izquierda, fue procesada para analisis histologico y electro-
foresis en dos dimensiones (EF-2D). Los resultados mostraron una respuesta
diferencial entre el grupo ADR, respecto al grupo CON. A nivel histologico,
en el grupo ADR, se evidencid un incremento del tejido fibroso. En el perfil
proteico del grupo ADR, se observé una variacion en la cantidad y abundancia
relativa de los puntos proteicos. La presencia de tejido fibroso en el grupo ADR,
es un indicio de dafio cardiaco inducido por adriamicina. Esto es consistente
con la alteracion en el perfil proteico del grupo ADR, en el que se evidencia la
inhibicion total o parcial de algunas proteinas, asi como la sobre expresion de
otras. La adriamicina genera fibrosis y altera el perfil de expresion de proteinas
del miocardio a las seis semanas post-tratamiento.

Palabras Clave: adriamicina; cardiotoxicidad cronica; perfil proteico; pared
ventricular izquierda; fibrosis cardiaca

HISTOLOGICAL AND THE PROTEIN PROFILE ALTERATION IN CHRONIC
CARDIOTOXICITY INDUCED BY ADRIAMYCIN IN RATS SPRAGUE DAWLEY

ABSTRACT

Chronic cardiotoxicity induced by adriamycin, is one of the main causes
of morbidity and mortality, associated with the administration of this anti-
neoplastic agent, especially in children surviving cancer. In order to evaluate
the effect of adriamycin on development, in this work, the histological and
protein profile alterations of the chronic cardiotoxicity induced by adriamycin,
administered to rats at the end of the lactation period. Male Sprague-Dawley
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rats (62g p.c.), were randomly distributed (n=6) incontrol
(CON) y adriamycin(ADR)groups. Adriamycin was adminis-
tered (6 mg / kg p.c.) in three sub-doses (2 mg / kg p.c each
in 0.9% NaCl, 0.1mL i.v.). The CON group was administered
physiological solution (NaCl 0.9%, i.v. 0.1 mL). Both, every
three days. At six weeks post-treatment, the rats were
sacrificed. Left ventricular wall was processed for histologi-
cal and electrophoresis in two dimensions (EF-2D) analysis.
Differential response between the ADR and CON groups,
were evidenced. Histologically, an increase in fibrous tissue
in the ADR group, was observed. In protein profile of the
ADR group, a variation in the amount and relative abun-
dance of the protein points, was observed. Fibrous tissue in
the ADR group seems to be a consequence of the damage
induced by adriamycin. This is consistent with the altera-
tion in the protein profile of the ADR group, in which the
total or partial inhibition of some proteins is evidenced, as
well as the overexpression of others. Adriamycin generates
fibrosis and alters the expression proteins profile of myo-
cardial at six weeks post-treatment.

Keywords: adriamycin; chronic cardiotoxicity; protein
profile; left ventricular wall; cardiac fibrosis.

INTRODUCCION

La adriamicina se encuentra entre los primeros
antibioticos de la familia de las antraciclinas emplea-
dos con propositos clinicos en la quimioterapia del
cancer (Octavia et al. col., 2012; Torres et al. 2012).
Esta posee el mayor espectro de accion efectiva en
el tratamiento quimioterapettico de enfermedades
neoplasicas (Octavia et al. 2012; Torres et al. 2012). No
obstante, la administracion crénica de la adriamicina
ha estado asociada con el desarrollo de una cardio-
toxicidad dosis-dependiente e irreversible, que ha
limitado su empleo (Rochetteet al. 2015). Esta cardio-
toxicidad, constituye una de las principales causas de
la morbilidad y la mortalidad asociada a la adminis-
tracion de este agente quimioterapeutico (Pasca et al.
2000; Torres et al. 2012), siendo la poblacién infantil
la mas afectada ya que pueden padecer esta enferme-
dad, varios meses o afios después de culminada la
terapia con adriamicina (Trachtenberget al. 2011).
En pacientes pediatricos, este tipo de cardiomiopatia
ha estado vinculada con alteraciones en el grosor
de la pared ventricular izquierda, la contractibilidad
y el crecimiento miocardico, las cuales se expresan
después 6 a 7 afios de culminado el tratamiento anti-
neoplasico con adriamicina (Lipshultzet al. 2010) y en
algunos casos después de los 15 anos (Hershmanet

al. 2008). El caracter irremplazable de las adriamicina
debido a su gran potencialidad antineoplasica, frente
a laimportancia clinica de la cardiotoxicidad inducida
por ella, especialmente en la poblacion infantil, obliga
a seguir ampliando y profundizando la investigacion
vinculada a su mecanismo de accién, a fin de encon-
trar un balance entre el riesgo de cardiotoxicidad y los
beneficios de la eficacia antineoplasica con adriamici-
na. Mas aun, si se considera que la quimioterapia sigue
siendo en la actualidad, la solucién antineoplasica
de un namero elevado de individuos. Con el fin de
evaluar el efecto que sobre el desarrollo que ejerce la
adriamicina, en este trabajo se describen, las altera-
ciones histologicas y proteicas de la cardiotoxicidad
cronica inducida por adriamicina en ratas de la cepa
Sprague Dawley, a las seis semanas post-tratamiento
con adriamicina. Esta ultima, administrada, luego
de veintiocho dias de nacidas, correspondiendo con
el final del periodo de lactancia. De esta forma, a las
seis semanas post-tratamiento, que corresponderia a
70 dias de nacida, las mismas estarian entrando en la
etapa de adulto joven (Sepgunta, 2013).

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

LeicaBiosystems Europa Ltd. (Peterborough, UK):
Paraplast ®. Riedel de Haén (Seelze, Alemania): Xilol,
etanol. Sigma-Aldrich Inc. (Missouri, U.S.A): Acido
acético. Merck Millipore (Darmstadt, Alemania): Kit
de tincion de Masson-Goldner. Bio-Rad Laborato-
ries, Inc. (Hercules, CA USA): Acrilamida; Bradford
ProteinAssay; TRIS base |[(tris(hidroximetil)amino-
metano]; persulfato de amonio (PSA); glicina; agarosa
con azul de bromofenol; tris(2-carboxyethyl) phos-
phine (TCEP); tiras de gradiente de pH inmovilizado
(IPG) 7 cm, pH 5-8; aceite mineral; trozos de papel
de filtro (ElectrodeWicks); glicerol; iodoacetamida
(IOA); Coomassie G-250; urea; anfolitos (Bio-Lyte 3/10
Ampholyte). PromegaCorporation (Wisconsin, USA):
Dithiothreitol (DTT), dodecil sulfato de sodio (SDS),
bis-acrilamida. Merck KGaA (Darmstadt, Germany):
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-pro-
panesulfonate (CHAPS). Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis,
MO, U.S.A): Tetramethylethylenediamine (TEMED);
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NaCl, KCL, Na2HPO4, KH2PO4; albiamina sérica
de bovino (BSA); coctel de inhibidores de proteasa
(SigmaFASTdProteaselnhibitor  Tablet),
azul de bromofenol, agarosa. Invitrogen Corporation
(Carlsbad, CA, U.S.A): estandar de peso molecular
(BenchMarkProteinLadder). Riedel de Haén (Seelze,
Alemania): metanol, etanol y acido acético. Thomas

thiourea,

Scientific (Swedesboro, NJ, U.S.A.): homogeneizador
Potter-Elvejheim.

Animales experimentales

Ratas macho Sprague-Dawley de 21 dia de nacidas
(~ 62 g, n=6), fueron adquiridas en el bioterio del
Instituto de Medicina Experimental, de la Universi-
dad Central de Venezuela (UCV). Fueron mantenidos
en el cuarto de manejo y cuidado de animales de la
Seccion de Biologia Celular del Instituto de Medici-
na Tropical (IMT) de la UCV, de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO0, 1999). A las ratas
se les permiti6 libre acceso a la dieta estandar con
Ratarina de Protinal ®, y agua filtrada ad libitum.

Disefno experimental

Luego de la primera semana de adaptacion, las
ratas fueron distribuidas al azar en dos grupos:
CONTROL (CON) y ADRIAMICINA (ADR). Al grupo
CON se le administré 0,1 mL de solucién salina
(0,9% NaCl) por la vena caudal y al grupo ADR se le
administré6 6 mg/kg p.c. de adriamicina, dividida en
tres subdosis de 2 mg/kg p.c. en un volumen estandar
de 0,1 ml de solucién salina (0,99 NaCl). En ambos
grupos, cada tres dias. El peso corporal promedio de
las ratas fue monitoreado una vez por semana. Los
cambios fisicos y conductuales, fueron monitoreados
diariamente. Luego de 6 semanas post-tratamiento,
las ratas fueron sacrificadas por dislocacion cervi-
cal. El corazon fue colectado y pesado. Se tomaron
muestras de la pared ventricular (PVI), para el analisis
histolégico y obtencion de los perfiles proteicos. La
longitud corporal, fue obtenida post-mortem.

Analisis histologico
Porciones de la PVI, previamente perfundidas

con amortiguador fosfato salino (PBS: phosphate-
bufferedsaline, NaCl, KCL, Na2HPO4, KH2PO4) a pH
7.4; fueron deshidratadas en una bateria de etanol
(50 % y 80% por 45 min., 90% y 100% dos cambios
por 1 h) y aclaradas con Xilol al 100 % (2 x Th y 1
12 h, respectivamente); para su posterior inclusion
en bloques de parafina sintética (Paraplast ®). Para
realizar la caracterizacion histologica de la PVI, se
realizaron cortes de 4 micras de las muestras inclui-
das, con el microtomo de rotacién (Reichert-Jung:
Heidelberg, Germany); y se procedidé a colorearlas
con el método de Tricromico de Manson (Blandeiner
et al., 2004) de acuerdo a las especificaciones de la
casa comercial del Kit de tincién de Masson-Goldner.
Los registros digitales de las imagenes se realizaron en
un microscopio invertido Microscopio invertido IX71
(Olympus Corporation: Pensilvania, U.S.A.) mediante
el programa SoftlmagingSystemCell software v.8.

Lisis celular y determinacion de la concen-
tracion de proteinas

Las muestras de la PVI fueron perfundidas (30
mMNaCL; 4 mM KCL; 2,5 mM MgCl2; Glucosa 18 mM,
Tris 4mM), congeladas con N2 liquido para pulverizar-
la y homogeneizadas con 400 pL de amortiguador de
lisis (Urea 9,5 M: CHAPS 2%:; DTT 1%, anfolitos 0,8%)
en presencia de inhibidores de proteasas. El homoge-
nato fue centrifugado a 16.000 g por 10 minutos (4 °C)
para remover grandes fracciones celulares. El sobre-
nadante fue centrifugado 21.000 g por 25 minutos (4
°C). El segundo sobrenadante fue almacenado a -70°C.
La determinacion de la concentracion de las protei-
nas se emple6 un ensayo modificado del método
de Bradford (Bradford, 1976; Thongboonkerdet al.
2006). Las densidades opticas se determinaron en el
Spectrophotometer Surrise empleando el programa
Magellan Software v 6.6 (TECAN Austria GmbH: Salz-
burg, Austria).

Electroforesis en dos dimensiones (E-2D)
Las tiras de IPG (7 cm, pH continuo de 5-8), fueron
hidratadas, con 150 pg de proteinas previamente

solubilizadas en un amortiguador de hidratacién (Urea
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8 M; Tiourea 2 M; CHAPS 4%; DTT 2 mM, anfolitos
0,2% y azul de bromofenol), en un volumen de 130
pL. Luego de 15 minutos de hidratacion pasiva (OV
a 25 °C), se procedio a realizar una hidratacion activa
por 12 h (50V a 20°C) en el Protean IEF CellSystem
(BIO-RAD Laboratories, Inc. (Hercules, CA USA). El
isoelectroenfoque (IEF) se realizo por triplicado para
cada una de la muestras, a 50 pA por tira de IPG y una
temperatura de 20 °C. El IEF Las condiciones del I[EF
fueron 250V por 0,5 h (lineal), 500 V por 1 h (lineal),
1000 V por 1 h (lineal), 4000 V por 1 h (lineal), 4000
V por 10.000 V: h (rapido), 500 V por 10 h (rapido).
Lo anterior a 20 °C. Luego de la primera dimension,
las proteinas en las tiras de IPG fueron equilibradas
con 5 mM del agente reductor, DTT; y posterior-
mente alquiladas con 2,5 % de IOA, empleando un
amortiguador de equilibrio base (6M de Urea, 2%
de SDS, 20% de Glicerol y 375 mM de Tris a pH 8.8)
durante 15 minutos a 25°C. Finalmente, la separacion
de las proteinas en la segunda dimensiéon se realizod
por SDS-PAGE (Laemmli, 1970), empleando geles de
poliacrilamida al 12,5 % y 1,5 mm de grosor, 3° mA
por gel a 25°C. Para ello se lavaron las tiras de PG
en un amortiguador de (Tris-Base 33 mM, glicina 256
mM a pH 8.3, SDS al 0.1%) y se fijaron sobre el gel
de poliacrilamida con agarosa fundida al 0,5 % con
trazas de azul de bromofenol. Luego de lavar los geles
con agua Milli-Q por 10 minutos, las proteinas fueron
fijadas (25% alcohol isopropilico, 10% acido acético)
por 15 minutos y coloreadas con Blue Silver (11,
76 % acido fosférico, 10% sulfato de amonio, 20 %
metanol, 0,12 % de Coomassie G-250), un colorante
que detecta de 5 a 10 ng de proteinas (Candianoet
al.2004). Luego de 24 h, se procedié a decolorar en
agua Milli-Q hasta alcanzar el contraste deseado, y se
almacenaron en una soluciéon al 1% de acido acético.

Registro y analisis de los geles

Los geles fueron registrados y editados en el
Molecular Imager® GS-800™ CalibratedDensitometer
empleando el programa QuantityOne® 1D Analysis
Software (Bio-Rad Laboratories, Inc.: Hercules, CA
USA). El analisis de las imagenes fue realizado con el

programa PDQuestTMAdvanced 2-D Analysis Soft-
ware (Bio-Rad Laboratories, Inc.: Hercules, CA USA).
La densidad optica (DO: el area de punto proteico
multiplicado por la densidad del pixel) de los puntos
proteicos (p.p.), sera referida en el texto como abun-
dancia relativa. La DO de cada p.p., fue normalizada
con la densidad total del gel, a fin de garantizar que
las variaciones en el tamafio y la intensidad de cada
punto proteico entre los geles, se debiera inicamente
al tratamiento y no por error experimental. Luego se
evaluo la presencia, ausencia y variaciones diferenciales
en la DO entre los p.p. del grupo ADR y el grupo CON.

Analisis estadistico

Las diferencias entre el peso y longitud corporal;
y peso del corazon, del grupo ADR respecto al grupo
CON, fueron evaluadas estadisticamente, mediante
una prueba de t-Students, previa verificacion del
cumplimiento de los supuestos de homogeneidad de
varianza, independencia de las muestras y normalidad
de la poblacion experimental (Daniel, 2002), con un
intervalo de confianza del 95% (p < 0.05).

Las diferencias estadisticamente significativas en
las abundancias relativas de los puntos proteicos entre
el grupo ADR y el grupo CON, fueron identificadas
automaticamente por el programa PDQuestTMAd-
vanced 2-D Analysis Software, mediante la prueba
t-Student, con un intervalo de confianza del 95% (p <
0.05). De estas tltimas, solo se consideraron en este
estudio, aquellos puntos proteicos cuya abundancia
relativa en el grupo ADR, presentara una variacion de
+1,5 veces respecto al grupo CON. Aquellos puntos
proteicos en el grupo ADR con una diferencia en su
abundancia relativa superior a 1,5 veces la observada
en el grupo CON y estadisticamente significativos,
fueron considerados como sobreexpresion o dismi-
nucion de la expresion de esas proteinas. El término
de sobreexpresion se refiere en este trabajo, a un
incremento en la cantidad de proteinas sobre el gel e
implica tanto la sintesis de proteinas, como la presen-
cia de fragmentos derivados de proteinas existentes
por procesos proteoliticos. De ser menor a 1,5 veces,
se considera inhibicion de su expresion.
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BIOETICA

Esta investigacion se realiz6 cumpliendo con las
normas establecidas en la NORMA Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 en cuanto a las especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio y por la guia para el cuidado
y uso de los animales de laboratorio publicada por el
Institute of Laboratory Animal Resources de Estados
Unidos de América. De igual forma cuenta con el
aval del Comité de Bioética del Instituto de Medici-
na en el marco del proyecto Individual del CDCH
PI-09-8187-2011-1.

RESULTADOS
Parametros morfoloégicos

La caracterizacion del modelo animal contemplo
una descripcion de los cambios morfologicos exter-
nos que abarco signos fisicos, peso promedio corporal
y longitud promedio corporal.

Figura 1

Signos fisicos generales presentados por las ratas SpragueDawley en
el grupo experimental ADR, a las dos y tres semanas post-tratamiento.
A: Alopecia parcial en lomo superior y lateral. B-C: Alopecia total

en mandibula inferior. D: Alopecia total en abdomen inferior. ADR:
adriamicina: 6 mg/Kg p.c.

Las ratas pertenecientes al grupo CON, no presen-
taron alteraciones en sus caracteristicas morfologicas
distintas a lo descrito para cada una de las etapas de
crecimiento durante las seis semanas post-tratamiento.
A diferencia de estas, las ratas pertenecientes al grupo
ADR, presentaron alteraciones no solo en sus caracte-
risticas morfologicas, sino conductuales.

En la segunda y tercera semana post-tratamiento, el
100% de los individuos del grupo ADR, present6 algin
signo de alopecia. En el 67 % de los individuos, esta
alopecia fue parcial, apenas evidente en areas como
el lomo, laterales del cuerpo y mandibula inferior (A).
En los individuos restantes, la alopecia fue total en
mandibula inferior, abarcando pecho hasta el inte-
rior de los miembros anteriores (B y C); y en abdomen,
abarcando el interior de los miembros posteriores (D).
Adicionalmente a la alopecia, también se observo parpa-
dos adheridos productos de la resequedad lacrimal en
aproximadamente el 16 % de losindividuos; y pérdida
de uno o de los dos incisivos inferiores en el 33% de
los individuos del grupo ADR, luego de una inflamaciéon
sostenida en sus encias. Estos signos fueron gradual-
mente desapareciendo desde mediados de la tercera
semana post-tratamiento hasta inicios de la quinta.

Grafico 1
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Peso corporal promedio de las ratas SpragueDawley en funcién de las
seis semanas post-tratamiento. Se observa una disminucion estadis-
ticamente significativa en la ganancia de peso corporal del grupo ADR,
respecto al del grupo CON, de 57,76% a las seis semanas. CON: control;
ADR: adriamicina (6 mg/kg p.c.). Los valores estan expresados como la
media * DE p.c. de tres experimentos independientes con dos réplicas
cada uno. La significancia estadistica de las diferencias fue estable-
cida por la prueba t-Students (*). Un valor P<0,05 se consideré como
estadisticamente significativo.
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El peso corporal promedio de las ratas SpragueDaw-
ley de todos los grupos experimentales en la semana
cero fue de 60 = 3 gramos. Una vez iniciado el
tratamiento, se observé un incremento diferencial
y progresivo en el promedio de la ganancia de peso
corporal de ambos grupos experimentales hasta la
cuarta semana. El grupo CON, presentd un prome-
dio de ganancia de peso corporal significativamente
mayor respecto al grupo ADR, a partir de la segunda
semana. A la sexta semana, el grupo ADR presentd
una disminucion en su promedio de ganancia de peso
corporal del 57, 76 %, respecto al grupo CON.
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Longitud corporal promedio de las ratas SpragueDawley a las seis
semanas post-tratamiento (Extremo distal de cabeza a base de cola).
Se observa el porcentaje de disminucion de la longitud corporal en
ADR (30%), respecto al grupo CON. CON: control; ADR: adriamicina (6
mg/kg p.c.). Los valores estan expresados como la media * DE de tres
experimentos independientes con dos réplicas cada uno. La significan-
cia estadistica fue establecida por la prueba t-Students. Un valor p <
0,05 se considerd como estadisticamente significativo.

A las seis semanas post-tratamiento, el grupo ADR
present6 una longitud corporal promedio significati-
vamente menor que la del grupo CON, la cual fue de
un 30%.

Peso promedio cardiaco

Grafico 3
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Peso promedio del corazon de ratas SpragueDawley a las seis
semanas post-tratamiento. Se observa el porcentaje de disminucion
del peso promedio del corazén del grupo ADR (39%) respectoal grupo
CON. CON: control; ADR: adriamicina (6 mg/Kg p.c). Los valores estan
expresados como la media * DE de tres experimentos independientes
con dos réplicas cada uno. La significancia estadistica fue establecida
por la prueba t-Students. Un valor p < 0,05 se consideré como estadis-

ticamente significativo.

A las seis semanas post-tratamiento, el peso
promedio del corazon del grupo ADR, fue signifi-
cativamente menor que el del grupo CON. El grupo
ADR present6 una disminucion de peso promedio del
corazon de 39%, respecto al grupo CON.

Histologia de pared ventricular izquierda

Micrografias dpticas de la pared ventricular izquierda del corazon

de ratas Sprague Dawley a las seis semanas post-tratamiento con
adriamicina (6 mg/kg p.c.) CON: Ay B, ADR: C y D. N: Nucleo; DI: Disco
intercalar; V: Vaso; C: Tejido conectivo. Micrografias Ay C: Barra 250
pum, 10x. Micrografias B y D: Barra 70 pm, 40X. CON: Control; ADR:
adriamicina.
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Los cortes histolégicos de pared ventricular
izquierda fueron coloreados mediante el método
de Tricromico de Manson para diferenciar el tejido
conectivo del tejido muscular (Blandenier et al. 2004).
Lo anterior con el proposito de visualizar indirecta-
mente la extension del tejido conectivo y sus posibles
alteraciones en los grupos experimentales como resul-
tado del tratamiento. Este método colorea las fibras
musculares y el citoplasma, de color rojo, los ntcleos
de negro, los eritrocitos de anaranjado brillante y el
tejido conectivo de color verde. Es una modificacion
del método de Mallory (Blandenier et al. 2004).

En el grupo CON (A y B), se observo la tipica
morfologia del tejido muscular cardiaco, caracteri-
zado por células alargadas, con uno o dos nucleos
centrales ovales, que forman columnas que se anas-
tomosan irregularmente, revestidas por una fina capa
de tejido conjuntivo. En la unién entre dos células se
puede distinguir una linea oscura transversal, la cual
corresponde a las areas especializadas para la union
llamadas discos intercalares (B). A diferencia de este,
el grupo ADR (C y D) presenta un incremento en el
tejido conectivo que rodea las columnas de las células
musculares cardiacas. Este tejido conectivo, pareciera
estar principalmente conformado por un componente
celular, debido a la cantidad de nucleos que se pueden
visualizar entre las células musculares cardiacas.

Perfiles proteicos de la pared ventricular
izquierda

En la figura 3, se observa el perfil proteico del
grupo CON (A) y ADR (B). En el perfil proteico del
grupo CON (C), se sefiala los puntos proteicos que
no pudieron ser evidenciados en el perfil proteico del
grupo ADR (B; 13 p.p.). Asi mismo, se sefialan en el
perfil proteico del grupo CON (D y E), los puntos protei-
cos que presentaron un cambio estadisticamente
significativo (p < 0,05 t-Students) en su abundancia
relativa (DO) de + 1,5 veces en el perfil proteico del
grupo ADR (75 p.p.), respecto a la abundancia de ese
mismo punto proteico en el grupo CON. En el perfil
D, se observaron aquellos puntos proteicos que incre-
mentaron significativamente su abundancia relativa

(DO > 1,5 veces y p <0,05; D; 40 p.p.) y en E, los que
disminuyeron (DO < 1,5 veces y p < 0,05; E; 35 p.p.).

Figura 3

Perfiles proteicos de la
8 pared ventricular izquierda
de corazon de rata
SpragueDawley del grupo
ADR respecto al grupo
CON, a las seis semanas
post-tratamiento. A: Perfil
proteico del grupo CON. B:
Perfil proteico del grupo
ADR. C: Perfil proteico del
grupo CON, seiialando en
circulo, los puntos pro-
teicos ausentes en el
perfil proteico del grupo
ADR, a las seis semanas
post-tratamiento. D: Perfil
proteico del grupo CON,
sefialando en circulo, los
puntos proteicos, que
presentaron un incremento
en su abundancia relativa
(DO > 1,5), estadisticamente
significativa (1,5 veces; p <
0,05 t-Students), en el perfil
proteico del grupo ADR
respecto al del grupo CON.
E: Perfil proteico del grupo
CON, sehalando en circulo,
los puntos proteicos, que
presentaron una reduccién
en su abundancia relativa
(DO < 1,5), estadisticamente
significativa (1,5 veces;
p < 0,05 t-Students), en el
perfil proteico del grupo
ADR respecto al del grupo
CON. Todas las muestras
fueron procesadas por
duplicado bajo las mismas
condiciones: 150 pg de
proteinas, tiras de pH (IPG)
de 5-8 para el isoelectroen-
foque y geles de polia-
crilamidade 12,5 % enla
segunda dimension. CON:
control, ADR: adriamicina (6
mg/Kg p.c.).
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Puntos proteicos nuevos y ausentes en el perfil proteico de la pared
ventricular izquierda de corazon de rata SpragueDawley del grupo
ADR, respecto al perfil proteico del grupo CON, a las seis semanas
post-tratamiento. Del total de puntos proteicos presentes en el perfil
del grupo ADR, 5,5 % (26 p.p.) correspondieron a puntos proteicos
nuevos(area punteada). Del total de puntos proteicos presentes en
el perfil del grupo CON, 97, 3 % (470 p.p.) estuvieron presentes en el
perfil del grupo ADRy 2,7% (13 p.p.), ausentes (area en rayas). CON:
control, ADR: adriamicina (6 mg/Kg p.c.).

Al comparar los perfiles proteicos de ambos grupos
experimentales, se encontr6 que del total de puntos
proteicos presentes en el perfil proteico del grupo
ADR, 5,5 % de estos (26 p.p.), no estaban presentes en
el perfil proteico del grupo CON. Lo que representaba
la presencia de puntos proteicos nuevos. No obstante,
del total de puntos proteicos presentes en el grupo
CON, un 97, 3 de estos estuvieron presentes en el
perfil del grupo ADR, lo que representaba la ausencia
de 2,7 % de estos.
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Puntos proteicos que presentaron una abundancia relativa diferencial,
estadisticamente significativa (1,5 veces; p < 0,05 t-Students) en el
perfil proteico de la pared ventricular izquierda de corazon de rata
SpragueDawley del grupo ADR, respecto al perfil del grupo CON, a las
seis semanas post-tratamiento. Area punteada: Porcentaje de puntos
proteicos que presentaron un incremento en su abundancia relativa (>
1,5). Area en tramas: Porcentaje de puntos proteicos que presentaron
una reduccién en su abundancia relativa (< 1,5). Area blanca: Puntos
proteicos que no presentaron cambios en su abundancia relativa (< 1,5
>). CON: control, ADR: adriamicina (6 mg/Kg p.c.).

Del total de puntos proteicos pertenecientes a los
perfiles proteébmicos del grupo tratado con adriamici-
na, que coincidieron con los del perfil del grupo CON,
15,9 % de estos presentaron una abundancia relativa
diferencial(+1,5 veces; p < 0,05 t-Students). De estos,
8,28 %, presentaron un incremento en su abundancia
relativa (> 1,5); mientras que 7,4 % (< 1,5), presentaron
una disminucion. Esto es un reflejo de la accion que
ejerce la adriamicina sobre la expresion de proteinas
cardiacas, a las 6 semanas post-tratamiento.

DISCUSION

El cuerpo de resultados presentados en este
trabajo, en cuanto a los signos evidenciados en el
grupo experimental tratado con adriamicina, respecto
al control, se corresponde y son consistentes con
lo publicado por Nufiez y colaboradores (2006), en
relacion a los signos caracteristicos asociados al
tratamiento quimioterapéutico con miembros de
la familia de las antraciclinas, como la adriamicina.
Estos incluyeron alopecia (Fig.1), evacuaciones liqui-
das al inicio del tratamiento, pérdida de los incisivos,
ademas de resequedad lacrimal. Esto se debe a que
las poblaciones celulares mas afectadas por la accion
de la adriamicina, son aquellas que poseen elevadas
tasas de multiplicaciéon celular, como las del foliculo
piloso, las del tubo digestivo, y las que forman los
incisivos en el caso de los roedores. En ellas también
se incluyen las células de la médula 6sea y las del
sistema reproductor (Nufiez et al.2006). En el caso de
los incisivos, en los roedores crecen continuamente
durante toda la vida, a una velocidad de dos a cinco
milimetros por semana, dependiendo de la especie. De
alli, que al igual que con el foliculo piloso, las células
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generadoras de los incisivos, también tienen una alta
multiplicacion celular, que sumado a la carencia de
raices profundas de estos, parecen ser afectadas por
la accion citostatica de la adriamicina.
Adicionalmente a estos signos, también se observo
en unode losanimales del grupo ADR, unainflamacién
en el miembro posterior denominada clinicamente
como eritrodisestesia palmo-plantar (PPE), la cual
ha sido descrita como una inflamacion parestesia de
manos y pies que aparece con la quimioterapia con
5-fluorouracilo, capecitabina, citarabina y adriamici-
na (Hueso et al.2008). Otros nombres incluyen
eritema acral (AE), eritema palmo-plantar, sindrome
mano-pie, AE peculiar y reaccion de Burgdorf. Los
sintomas pueden aparecer en dias o meses después
de la administracion del agente quimioterapettico y
parece depender de la dosis y la velocidad de admin-
istracion (Hueso et al.2008). Pavey y colaboradores
(2015) senalan que en un inicio, el paciente experi-
menta un hormigueo y/o parestesias de las palmas y
plantas que evoluciona en una inflamacion dolorosa,
simétrica, y bien-delimitada con placas rojizas, la
cual sigue con la descamacion de la piel como tltima
fase del proceso de resolucion de los sintomas. En
nuestro caso, la inflamacion del miembro posterior se
mantuvo hasta las seis semanas, lo cual pareciera ser
insuficiente, para que estos sintomas desaparecieran.
La pérdida de la ganancia de peso corporal
progresiva, evidenciada durante las seis semanas
post-administracion de adriamicina (Graf. 1), que en
nuestro modelo animal fue de 57,76 %, estuvo acom-
pafiada por una reduccion del 30% de su longitud
corporal (Graf. 2) y de un 39% del peso del corazén
(Graf.3). Nuestros resultados exhiben paralelismo con
los resultados de Straussy colaboradores (1998), quién
empleando ratas neonatas de la cepa SpragueDawley,
observé una disminucion en la ganancia de peso
corporal y una reduccion de la pared ventricular
izquierda, a las 6 semanas post-tratamiento con 9 mg/
kg p.c. de adriamicina. Estos efectos, pudieran inicial-
mente estar asociados, ademas del dafio cardiaco, a
dafios hematolégicos y sobre el tracto gastrointesti-
nal, (Nufiéz et al., 2006). Lo anterior, en cuanto a la

anemia generada, que inciden sobre su actividad y
apetencia; y a la mala absorcion de nutrientes, respec-
tivamente. Ambos, afectando el desarrollo normal de
nuestro modelo animal. Lo anterior, es una evidencia
mas de como los efectos toxicos de la adriamicina
pueden limitar severamente el desarrollo normal
de un nifio sobreviviente al cancer. En este sentido,
Lipshultz y Adams (2010) sefnalan que los sobre-
vivientes de cancer infantil a largo plazo tratados con
este agente antineoplasico, son 8 veces mas suscep-
tibles de morir de enfermedades cardiovasculares
respecto a la poblacion general, y 15 veces respecto
a sus hermanos. Igualmente sefialan que existen un
amplio conjunto de evidencias que indican que los
efectos toxicos de adriamicina en el corazén son mas
frecuentes en personas muy jovenes, particularmente
en ninos, donde la adriamicina induce un deterioro
miocardial que puede afectar severamente su
crecimiento. Debido a ello, los nifios parecieran tener
un riesgo mayor para desarrollar toxicidad cardiaca y
en consecuencia desarrollar cardiopatias durante la

etapa adulta (Trachtenberget al.2011).

Analisis histologico

A nivel histologico, el incremento en el tejido
conectivo observado en el grupo ADR, respecto al
grupo CON, parece estar vinculado a una remodelacion
del miocardio que involucra necrosis y/o apoptosis
de los cardiomiocitos, proliferacion de fibroblastos
y alteracion no solo de los componentes del miocar-
dio, sino de las mayores proteinas estructurales del
espacio extracelular. Este incremento, es caracteris-
tico del tejido enfermo o necrosado, el cual es a la
larga, reemplazado por tejido fibroso (Fibroblastos
y fibras colagenas), que prolifera mas de lo normal
(Blandeiner y Montenegro, 2004; Gartner y Hiatt,
2008). En conejos adultos, tratados con adriamicina
(2 mg/kg p.c. semanal), Gava y colaboradores (2013),
encontraron una significativa reduccién en la funcién
sistolica, a las seis semanas, asociadas a distintas
alteraciones a nivel histolégico y ultraestructural.
Tales alteraciones estuvieron vinculadas a necrosis
y fibrosis intersticial, vacuolizacién y granulaciéon
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intracitoplasmastica. Ivanova y colaboradores (2012),
en un modelo de cardiotoxicidad cronica en ratas
adultas, encontré que estas alteraciones morfologi-
cas de los cardiomiocitos y de la funcién cardiaca,
estaban vinculadas a un incremento en la activi-
dad de metaloproteinasas de la matriz extracelular
(MMP: del inglés “matrixmetalloproteinases”), a las 8
semanas post-tratamiento con adriamicina. De igual
forma, Polegato y colaboradores (2015), encontr6 en
ratones adultos, que la disfunciéon cardiaca inducida
por adriamicina, estaba relacionada a la activacion de
la MMP-2. Estas MMP, son responsables de degradar
los componentes de la matriz extracelular por lo que
tienen una importante funcién en la remodelacion
miocardial, mas aun si consideramos que en el
corazon, el colageno es la principal proteina de la
matriz extracelular (D Armiento, 2002). Basado en
esto, se puede inferir que las alteraciones histologicas
evidenciadas en el tejido cardiaco del grupo tratado
con adriamicina, es consecuente con el desarrollo y
el establecimiento de la caracteristica cardiotoxici-
dad asociada a este antineoplasico (Gavaet al.2013),
y como ha sido descrito en la insuficiencia cardiaca
(Graham et al.2008) o de cualquier otra patologia
cardiaca (Spinale, 2007). Considerando que nuestro
modelo animal pretende reflejar los efectos que sobre
el desarrollo ejerce la adriamicina, se puede compren-
der, como nifios sobrevivientes al cancer, pueden
presentar algiin grado de cardiomiopatia en la etapa
adulta, mucho tiempo después de haber culminado el
tratamiento quimioterapéutico.

Analisis de los perfiles proteicos

A nivel de perfil proteico, las alteraciones obser-
vadas en el grupo tratado con adriamicina, fueron
consistentes, con el efecto que sobre la expresion de
proteinas ejerce este agente, como resultado de su
accion citostatica y citotoxica. La ausencia de puntos
proteicos, asi como la disminucién en su abundancia
relativa debida a la administraciéon de adriamicina,
pareciera estar asociada a su accion citostatica. Lo
anterior, debido a su capacidad para intercalarse entre
los pares de bases de la cadena de ADN (Vejpongsa

et al. 2014), por lo que los procesos de replicacion y
de transcripcion, se ven perturbados. Multiples han
sido las investigaciones que sefialan el efecto que
la adriamicina ejerce sobre la expresion de algunos
genes (Ito et al.1990; Tokarska-Schlattner y col,
2010). Especificamente sobre la expresion de genes
que codifican para musculo cardiaco, Ito y colabo-
radores (1990), observo que la adriamicina pareciera
ejercer un efecto selectivo sobre la inhibicién de estas.
Empleando sistemas in vitro e in vivo, ellos observaron
que la adriamicina reduce selectiva y significativa-
mente, de un modo dosis-dependiente, la expresion
de los genes sarcoméricos, a-actina, troponina [ y la
cadena ligera 2 de la miosina; asi como también, la
musculo-especificaisoformaM de laenzima creatinina
quinasa. Al comparar estos efectos con los generados
por la actinomicina D, un inhibidor de la ARN polime-
rasa ADN-dependiente, no observaron tal reduccion
selectiva de la expresion de estos genes. A diferen-
cia de estos, la adriamicina no afect6 los transcritos
de los genes que no eran musculo-especifico, como
lo son la enzima piruvatoquinasa, la cadena pesada
de ferritina y la B-actina. Estos resultados no fueron
observados en el musculo esquelético, en ninguno de
los dos sistemas experimentales empleados. A nivel
transcripcional, la adriamicina disminuye la expresion
de phospholipasa C, una enzima crucial para la sefiali-
zacion del fosfoinositol y la homeostasia del calcio
(Lienet al.2006). A nivel post-traduccional, las espe-
cies reactivas de oxigeno inducidas por adriamicina
pueden oxidar los residuos de cisteina susceptibles
de la creatinina quinasa mitocondrial, inactivando
por ende su principal enzima reguladora de energia
(Tokarsha-Schlattneret al.2002).

A través de analisis con microarreglos de ADN,
se ha demostrado que la adriamicina puede modular
la expresion de proteinas cardiacas relacionadas
a la produccion de energia y a su metabolismo,
regulaciéon de calcio, crecimiento celular, muerte,
funcion citoesqueletal, adhesion celular y transduc-
cion de senales (Lienet al.2006; Simuneket al.2009).
De estas, las proteinas relacionadas a la produccion
de energia y sus vias metabdlicas son de particular
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importancia, debido a los grandes aportes de energia
que requiere el corazén para su mantenimiento y
funcionalidad (Chenet al.2007). Es por ello que la
destruccion de las vias metabolicas que normalmente
soportan la produccion, transferencia y utilizacion
de energia, es uno de los principales factores que
contribuyen al deterioro del corazén. Chen y colabo-
radores (2006) a través de un analisis proteico de un
modelo murino adulto de cardiotoxicidad inducida
por 20 mg/kg de peso corporal de adriamicina, a las
72 horas, demostr6 que la fosfato triosa isomerasa,
la B-enolasa y la flavoproteina de transporte de
electrones ubiquinonaoxidorreductasa (ETF-QO del
inglés electron-transfer flavoprotein-ubiquinone-
oxidoreductase) quedan carboniladas después del
tratamiento agudo con adriamicina. Las enzimas
triosa fosfato isomerasa y la B-enolasa participan en la
ruta glicolitica; la enzima isomerasa cataliza la inter-
conversion entre gliceraldehido-3-fosfato y la fosfato
dihidroxiacetona; y la B-enolasa cataliza la conversion
de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato. La ETF-QO
es una flavoproteina de transporte de electrones
deshidrogenasa, es el tercer punto de entrada a la
cadena de transporte de electrones. Es una enzima
que acepta electrones de la flavoproteina de trans-
ferencia de electrones en la matriz mitocondrial, y
utiliza estos electrones para reducir la ubiquinona
(Watmough et al. 2010). En mamiferos, esta ruta
metabodlica es importante en la beta oxidacion de
acidos grasos, el catabolismo de aminoacidos y
colinas, al aceptar electrones de mdultiples acetil-
CoA deshidrogenasas (Watmoughet al. 2010). Pereira
y colaboradores (2016), en el corazén de un modelo
murino adulto con cardiomiopatia cronica inducida
por adriamicina, encontraron una disminuciéon en
la respiracion mitocondrial debida a la pérdida de
citrocromo C y cardiolipina. Lo anterior, trayendo
como consecuencia, la incapacidad para responder al
aumento de la sobrecarga cardiaca, acelerando por
ende, el envejecimiento cardiaco. Es de esperar que
la inactivacion de todas estas proteinas cardiacas,
comprometa la producciéon de energia y contribuya
con el deterioro de la funciéon cardiaca observada en

sobrevivientes al tratamiento quimioterapeutico con
adriamicina.

Por otra parte, la presencia de nuevos puntos
proteicos, asi como el incremento en la abundancia
relativa de otros, pudiera estar asociada a la expresion
de proteinas vinculadas a los mecanismos de restau-
racion de la homeostasis celular. Entre ellos, las
proteinas de estrés o de choque térmico (Hsp del
inglés Heat Shock Proteins), las cuales constituyen
uno de los sistemas endoégenos de proteccion y
restauracion de la homeostasis celular, mejor conser-
(Coronato et al.1999). La
expresion de los genes que codifican para estas

vado y caracterizado

proteinas puede ser inducida frente a condiciones
de estrés capaz de evocar tal respuesta, tal como el
estrés oxidativo generado por la administracion de
adriamicina (Angsutararuxet al.2015; Asencio-Lopéz
et al.2017). En este sentido, Kumar y colaboradores
(2011), evaluando los perfiles proteicos en un modelo
murino adulto de cardiomiopatia créonica por 2, 5
mg/kg de peso corporal de adriamicina, a las ocho
semanas post-tratamiento, encontré que las protei-
nas que presentaron mayores cambios respecto
al perfil proteico del grupo control, estuvieron
principalmente representadas por proteinas vincu-
ladas en la respuesta al estrés celular. Entre ellas
se encuentran chaperonas moleculares, hidrolasas,
oxidoreductasas, proteinas citoesqueletales, quina-
sas transportadores de fosfolipidos, endopeptidasas
y coactivador de transcripcion. Entre las chaperonas
moleculares, la Hsp25, fue una de las proteinas sobre-
expresadas. El incremento de la expresion de esta
chaperona, si bien ha sido vinculada a procesos de
cardioproteccion (Strauss et al.1998; Linet al.2015),
otros lo vinculan al dafo cardiaco por inducciéon de
apoptosis (Dohkeet al.2006; Vedamet al.2010). Otro
ejemplo lo constituye, la enzima nuclear Poli(ADP-
Ribosa) polimerasa-1 (PARP-1), también conocida
como poli(ADP-ribosa) sintetasa y poli (ADP-ribosa)
transferasa. PARP-1, es una proteina muy conservada
en la escala filogenética, que participa activamente
en los procesos de reparacion de rupturas del ADN,
simples y dobles. PARP-1 se activa principalmente en
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respuesta a dafios en el ADN inducidos por diferentes
agentes genotoxicos como la adriamicina, induciendo
necrosis (Shinet al.2017).

En este sentido, los cambios selectivos en la
expresion de los genes que ejerce la adriamicina sobre
los cardiomiocitos, pudieran explicar las alteraciones
en el perfil proteico, histologicas y biométricas,
observadas en el grupo tratado con adriamicina. Tales
alteraciones, son las que pudieran incidir, directa-
mente o indirectamente, en el desarrollo normal de
los nifios sobrevivientes al cancer.

CONCLUSION

Las alteraciones en las caracteristicas biométricas,
asociadas a la administracion de la adriamicina, es un
reflejo del efecto adverso, que ejerce este antineo-
plasico en el desarrollo normal de nuestro modelo
animal. De igual forma, el incremento en el tejido
fibroso asociado a la administracion de la adriamicina,
es consecuente con el establecimiento de un modelo
de cardiotoxicidad, como resultado de procesos
de remodelacion miocardica producto de la accion
citostatica y citotoxica, que ejerce este agente, sobre
la expresion de las proteinas cardiacas.
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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la eficacia terapéutica in vivo, de los medica-
mentos antimalaricos de primera linea, fueron estudiadas 80 personas: 40
diagnosticadas con Plasmodium vivax, a quienes se aplicoé tratamiento con
Cloroquina+Primaquina durante 14 dias, y 40 infectadas a Plasmodium falci-
parum, tratadas con Artemeter/Lumefantrina + Primaquina, durante 4 dias. 51
pacientes (63,8%) fueron del sexo masculino y 29 pacientes (36,3%) del femeni-
no, de edades entre 11 y 76 anos. El mayor grupo etario fue el de 20-29 afios
(28,8%). Los mineros ocuparon el primer lugar entre los infectados (31,3%). Fue
utilizado el “Protocolo genérico para estudios in vivo de eficacia de los medica-
mentos antimalaricos en las Américas”, con seguimiento de 28 dias. La respues-
ta clinica y parasitologica adecuada del grupo fue de 66,3%, siendo 40% para
Cloroquina+Primaquina, y 92,5% para Artemeter/Lumefantrina; con 22,5% de
fracaso terapéutico precoz, 22,5% de fracaso tardio al tratamiento y 15% de
fracaso parasitologico tardio en Cloroquina+Primaquina, y 2,5%, 5%, O, respec-
tivamente para Artemeter/Lumefantrina. El valor de la respuesta clinica y para-
sitolégica adecuada para P. falciparum fue aceptable, mientras que para P, vivax
hace imperiosa la necesidad de buscar una combinacién sustituta, con mayor
eficacia, creando y manteniendo un sistema de vigilancia farmacolégica para
cualquier medicamento en el area de estudio.

Palabras clave: Malaria; Eficacia terapéutica; malaria; medicamentos; Plas-
modium vivax; Plasmodium falciparum.

MALARIA.THERAPEUTIC EFFICACY OF FIRST-LINE MEDICINES
AGAINST PLASMODIUM VIVAX AND PLASMODIUM FALCIPARUM
BOLIVAR STATE, VENEZUELA 2017.

ABSTRACT

In order to evaluate the in vivo therapeutic efficacy of first-line antima-
larial drugs, 40 people diagnosed with Plasmodium vivax were studied, who
were treated with Chloroquine + Primaquine for 14 days and 40 infected with
Plasmodium falciparum, treated with Artemeter/Lumefantrine + Primaquine,
for 4 days. 51 patients (63.8%) were male and 29 patients (36.3%) female, aged
between 11 and 76 years. The largest age group was 20-29 years (28.8%). The
miners occupy the first place among the infected (31.3%). The "Generic pro-
tocol for in vivo studies of efficacy of antimalarial drugs in the Americas" was
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used, with a 28-day follow-up. The adequate clinical and
parasitological response of the group was 66.3%, being
40% for Cloroquine+Primaquine, and 92.5% for Arteme-
ter/Lumefantrine; with 22.5% of early therapeutic failure,
22.5% of late failure to treatment and 15% of late parasito-
logical failure in Chloroquine + Primaquine, and 2.5%, 5%,
0, respectively, for Artemeter/ Lumefantrine. The value of
the adequate clinical and parasitological response for P. fal-
ciparum was acceptable, while for P. vivax it is imperative
that a substitute combination be sought, with greater effi-
cacy, maintaining continuous monitoring for any combina-
tion in the study area

Keywords: Malaria; Therapeutic efficacy;
drugs; Plasmodium viva; Plasmodium falciparum.

malaria;

INTRODUCCION

Entre las enfermedades parasitarias, el paludismo
o malaria es la mas importante si se tiene en cuenta
el nimero de individuos que enferman anualmente y
el impacto socio-econémico que representa (Machado,
2011). En 2016, se estim6 una incidencia de 216
millones de casos de paludismo en todo el mundo, la
mayoria registrados en Africa, Asia Sudoriental y el
Mediterraneo Oriental. De los 91 paises que informaron
casos de paludismo autéctono en el afio, 15 de ellos,
todos en el Africa Subsahariana, contabilizaron 80% de
la carga mundial de paludismo. Se estima que la tasa
de incidencia del paludismo disminuy6 en 18% a nivel
mundial, de 76 a 63 casos por cada un mil habitantes en
riesgo, entre 2010y 2016. A pesar de estas reducciones,
entre 2014 y 2016 la tendencia en la incidencia de
casos se incremento sustancialmente en las Américas,
y marginalmente en las regiones de Asia Sudoriental,
Pacifico Occidental y Africa (OMS, 2017).

El reto propuesto por la Asamblea Mundial de
la Salud dentro del programa “Hacer Retroceder la
Malaria” (RBM), era disminuir para el afio 2015, hasta
75%, el nimero de casos de malaria registrados en
el ano 2000, y reducir las muertes a casi cero. Como
resultado, 57 paises y territorios redujeron la inciden-
cia de casos de la enfermedad disminuir para el afio
2015, hasta 75% (OMS, 2016).

Igualmente, la Organizacibn Mundial de la
Salud (OMS), en su “Informe Mundial 2015 sobre
el Paludismo”, sefial6 que 106 paises y territorios
presentaron transmision activa de la enfermedad en
el afio 2000, mientras que a finales de 2015 hubo 95.

También informé que el namero de casos se redujo de
aproximadamente 262 millones a nivel mundial el afio
2000, a 214 millones en 2015, un descenso de 18%.
A su vez, las muertes por paludismo disminuyeron
en el periodo, de 839.000 a 438.000, un descenso
de 48%, indicando ademas, que la mayoria de los
casos y muertes reportados en 2015 ocurrieron en la
Region Africana (88%), seguida por la Region de Asia
Sudoriental. Se estim6 también, que la incidencia
por paludismo que tiene en cuenta el crecimiento
demografico, disminuy6 37% a nivel mundial entre el
2000 y 2015 y la tasa de mortalidad disminuy6 60%,
por lo cual se alcanzo6 la meta “6C” del componente
paludismo de los Objetivos del Milenio” (OMS, 2016).

En el caso de Venezuela, el reto a cumplir, era
pasar de los 30.234 casos en 2000 a 7.559 casos en
2015 (Caceres, 2013). Sin embargo, para este tultimo
ano la incidencia malarica fue de 136.402 casos, lo
cual significé un aumento de 451,2% con referencia
al afio 2000.

Para el ano 2016, segun el “Boletin” de la Semana
Epidemiolégica 52, publicado por el Ministerio del
Poder Popular para la Salud (MPPS), fueron diagnosti-
cados en Venezuela, 240.613 casos, que representaron
un aumento de 76,4% respecto al periodo homoélogo
del ano anterior. La Incidencia Parasitaria Anual (IPA)
del pais fue 21,7 casos por cada un mil habitantes, el
Indice Anual de Examenes de Sangre (IAES), fue 7,7%
y el indice de Laminas Positivas acumulativo (ILP) fue
28,5%.

Segun el origen de infeccion, correspondieron al
estado Bolivar 177.619 casos originados en su terri-
torio, cifra que ubico al estado por catorceavo afo
consecutivo en el primer lugar de la incidencia malari-
ca, representando 73,8% de los casos del pais y un
aumento de 70.766 (66,2%) de la casuistica respecto
al afio 2015. Junto con los estados: Amazonas (10,4%),
Sucre (8,7%), Delta Amacuro (3,9%), Monagas (2,1%)
y Zulia (0,7%), originaron 99,6% de la incidencia de la
enfermedad.

La férmula parasitaria de los diagnoésticos malari-
cos en el estado fue: 69,1% a Plasmodium vivax (P
vivax), 25,8% a Plasmodium falciparum (P. falciparum),
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y 5,1% de infecciones mixtas (P. vivax + P. falciparum).
De sus 11 municipios, 10 municipios del estado Bolivar
son de alta incidencia malarica y son productores de
la enfermedad, destacandose el municipio Sifontes, el
cual aport6 en el periodo, 102.543 casos, que repre-
sentaron 57,7% de la frecuencia de la malaria en el
estado y 42,6% de la incidencia nacional. La parroquia
San Isidro del municipio Sifontes, concentré 78.450
casos de la enfermedad, producidos en 264 lugares,
en su mayoria campamentos mineros, representando
76,5% de las infecciones del municipio, 44,2% del
estado y 32,6% del pais.

Como es conocido, la problematica de la inci-
dencia malarica mundial es de origen multicausal,
en la que actian como factores importantes las
deficiencias administrativas, logisticas y econémicas
del programa control, actividades no supervisadas,
ausencia de toma de decisiones, analisis situacional
inexistente, problemas politicos, la variabilidad del
clima, resistencia de los vectores a los insecticidas,
problemas de acceso al programa, coberturas diag-
noésticas deficientes, tratamientos incompletos y
resistencia a las drogas antimalaricas.

Entre los altimos factores, un problema que ha
aumentado con el tiempo en el programa antima-
larico venezolano, es el aparente diagnoéstico de casos
recidivantes. Durante el afio 2016, fueron registra-
dos so6lo en el municipio Sifontes, 53.072 recaidas
(reaparicion de parasitemia asexual en malaria por
Plasmodium vivax derivada de formas hepaticas
persistentes), y 2.758 recrudescencias (reaparicion de
parasitemia asexual a Plasmodium falciparum), para
ambos clasificaciones, en los 30 dias siguientes a la
fecha de culminacién del tratamiento inicial.

Es importante mencionar, que esta incidencia
denominada por el programa “caso anterior”, por
considerar que se trata del caso diagnosticado inicial-
mente a la persona (que no se cura luego de ser
tratado), no son sumados en la estadistica del muni-
cipio, hallandose cifras no publicadas, semejantes a
la incidencia o “caso nuevo”. Dichos casos podrian
tener como causas: inadecuado dosificacion del
tratamiento (dosificacion no acorde con el peso), baja

adherencia al tratamiento (tratamiento no terminado
o incompleto), error de diagnostico (error de especie
o infeccidbn mixta), o resistencia a los medicamen-
tos administrados o suministrados por el programa.
de malaria, el objetivo primordial del tratamiento
antimalarico consiste en lograr la eliminacion rapida
y completa del plasmodio de la sangre del paciente,
para prevenir que el paludismo no complicado evolu-
cione hacia la enfermedad grave, la defuncién o la
infeccion crénica, que produce la anemia relacionada
con el paludismo. Desde una perspectiva de Salud
Pablica, el tratamiento se administra para reducir la
transmision de la infeccion a otras personas mediante
la reduccion del reservorio infeccioso y para prevenir
el surgimiento y la propagaciéon de la resistencia a los
medicamentos antipaltdicos (OMS, 2016).

Desde cuando el P falciparum resistente a la
Cloroquina fue reportado por primera vez en Tailandia
(1959) y Colombia (1961), la resistencia a las drogas
antipaltdicas se volvidé uno de los mas importantes
problemas en el control de la enfermedad en los afios
recientes. Varias cepas de P falciparum muestran
ahora resistencia a todas las drogas antipaltdicas
comunmente usadas, excepto a la Artemisinina y sus
derivados (Wilson et al. 2006).

La OMS ha definido la resistencia a los medica-
mentos antimalaricos, como la capacidad de una
cepa parasitaria de sobrevivir y/o multiplicarse a
pesar de la administracion y absorcién de una droga
dada a dosis iguales o mayores que aquellas usual-
mente recomendadas, pero dentro de los limites de
tolerancia del sujeto (WHO, 2006), y a fines de los
afnos noventa del siglo pasado, el sistema de vigilan-
cia de RAVREDA-AMI consisti6 en la evaluacion de la
eficacia terapéutica de los antimalaricos mediante la
aplicacion de un protocolo estandarizado, basado en
sus recomendaciones, a una muestra de pacientes que
acudieran en busqueda de atencion, en los puntos de
diagnoéstico de malaria del sistema de salud, identifi-
cados como sitios centinela (SC) (OPS, 2017).

Aunque una parte de la historia de la malaria
corresponde a un extenso capitulo de éxitosy fracasos
terapéuticos con diversos medicamentos que fueron
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presentados en el momento de su descubrimiento
como la solucién milagrosay que pocos afios mas tarde
se vio que no lograron cumplir las expectativas, en la
primera década del siglo XXI, la OMS decidi6 cambiar
los lineamientos del tratamiento del paludismo a
Plasmodium falciparum, mediante la introduccion
de Combinaciones Terapéuticas con Derivados de
la Artemisinina (CTDA), como una estrategia para
retrasar la aparicion de la resistencia (Sebbag, 2011).

Los tratamientos sefialados  que combinan
dos principios activos con diferentes mecanismos
de accion, son los mas eficaces en este momento.
Actualmente, la OMS recomienda cinco tratamientos
combinados basados en la Artemisinina para combatir
el paludismo por Plasmodium falciparum. La eleccion
de uno u otro debera realizarse en funcion de los resul-
tados de los estudios de eficacia terapéutica contra
las cepas locales de P. falciparum. Cerca de 95% de
los paises considerados endémicos para malaria por
Plasmodium falciparum, en 2009, habian adoptado
como po litica nacional la administracion de las CTDA
(OMS, 2016).

Al presente, las combinaciones basadas en la Arte-
misinina, constituyen la piedra angular de las pautas
terapéuticas recomendadas contra el paludismo por
Plasmodium falciparumy como tal, es necesario preser-
var su eficacia. La OMS recomienda a los programas de
lucha contra el paludismo, controlar periddicamente
la eficacia de los medicamentos antipaltdicos en uso,
para comprobar que los tratamientos seleccionados
continten siendo eficaces. En zonas con baja trans-
mision se afnadira al tratamiento antipalidico una
dosis baja y Unica de Primaquina, a fin de reducir
la transmision de la infecciéon. No son necesarias
pruebas de deteccion del déficit de glucosa-6-fosfa-
to-deshidrogenasa (G6PD), dado que las dosis bajas
y Unicas de Primaquina son eficaces para bloquear
la transmision, pero tienen pocas probabilidades de
producir toxicidad grave en pacientes con cualquier
variante del déficit de G6PD (OMS, 2016).

En Venezuela, hace mas de 10 afnos el MPPS,
teniendo en cuenta que mediante la combinacion de
antimalaricos con diferentes mecanismos de accion

se puede prevenir o retardar la aparicion de resisten-
cia, y con el fin de garantizar altas tasas de curaciéon
a través de la adherencia a regimenes con dosis
correctas de medicamentos, propuso como politica el
uso de Cloroquina + Primaquina para el tratamiento
de malaria por Plasmodium vivax y afnos mas tarde,
Artemeter/ Lumefantrina + Primaquina, para Plasmo-
dium falciparum en todo el territorio nacional.

Dado el aumento de los casos de malaria, el hecho
que los medicamentos no hayan sido evaluados por mas
de 8 afios, y la cantidad de personas que no se curan
con el tratamiento de eleccion, o infecciones malaricas
reportadas como “caso anterior”, hizo necesario deter-
minar el grado de eficacia de las pautas terapéuticas
antimalaricas establecidas por el MPPS, aplicando los
instrumentos recomendados por la OMS.

METODOLOGIA.

Fue realizado un estudio descriptivo de campo,
experimental, sobre la eficacia terapéutica de los
medicamentos antimalaricos de primera linea:
Cloroquina + Primaquina para Plasmodium vivax, y
Artemeter/Lumefantrina + Primaquina para Plasmo-
dium falciparum, en el estado Bolivar, Venezuela.

La poblacion estuvo conformada por pacientes
del

acudieron al puesto de diagnostico CD-36 en Ciudad

procedentes municipio Sifontes, quienes
Bolivar, con sintomatologia de malaria entre junio y
septiembre de 2017. La muestra fue calculada con
base en 45.000 habitantes del area minera del muni-
cipio, una IPA de 700/1000, minimo valor aceptable
60%, nivel de significancia 95%, poder de 80%, para
un total de 80 personas, las cuales fueron seleccio-
nadas mediante muestreo no probabilistico (40 por P
vivax 'y 40 por P. falciparum).

Como criterios de inclusién, se observaron:
pacientes entre 6 meses y 80 afios de edad, infec-
cion Unica por P. falciparum o P. vivax, recuento de
parasitemia mayor de 250 y menor de 50.000 formas
asexuales/ml, disponibilidad de asistir a los seguimien-
tos durante 28 dias y aceptar participar en el estudio
mediante la firma de consentimiento informado.

Fueron excluidas las embarazadas o mujeres lactando
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(se practico prueba de embarazo a mujeres en edad
fértil), pacientes con signos de peligro o de malaria
grave, enfermedad crénica subyacente (cardiaca, renal,
hepatica o malnutricién), y presencia de enfermedad
concomitante que requiriese tratamiento adicional
con medicamentos de efecto antimalarico.

PROCEDIMIENTOS, 'I"ECNICAS E INSTRUMEN-
TOS DE RECOLECCION DE DATOS.

Lainvestigaciéon fue concebida segtin las pautas del
“Protocolo genérico para estudios in vivo de eficacia
de los medicamentos antimalaricos en las Américas”,
utilizado por la “Red Amazoénica de Vigilancia de la
Resistencia a los Antimalaricos (RAVREDA), aportado
por la Organizacion Panamericana de la Salud. (WHO,
1996).

Todo paciente febril que acudi6 al puesto de diag-
noéstico en Ciudad Bolivar, se le practico una gota
gruesa. Al paciente con gota gruesa positiva para P
vivax o P. falciparum, se le comunicaban los objetivos
del estudio, en qué consistia y se le invitaba a partici-
par en el mismo. A los que estuvieron de acuerdo en
participar, se le solicit6 la lectura y posterior firma del
formulario de consentimiento informado.

PROCEDIMIENTO DE INGRESO.

Una vez observados los criterios de inclusion y
exclusion, y firmado el consentimiento informado se
procedio de la siguiente manera:

+ Se complet6 una Ficha Clinica, para cada
paciente, que detallaba la informacién demogra-
fica (nombre, edad, sexo, peso, ocupacion, lugar de
residencia, lugar de trabajo, parroquia, municipio,
antecedentes de malaria) y clinica actual (fiebre,
escalofrio, dolor de cabeza, dolor abdominal, dolor
de espalda, vomito, diarrea, nauseas, debilidad, ina-
petencia, cambios en color de la orina, diagnostico
de gota gruesa, fecha, especie parasitaria, nimero de
parasitos asexuados, gametocitos, tratamiento).

« Se midi6 el peso corporal usando balanza
mecanica y la temperatura axilar con termémetro
electronico.

« Se repitié el examen de gota gruesa al sujeto

para verificar la presencia del parasito y se realizo el
calculo de la densidad parasitaria.

« Gota gruesa: las gotas gruesas, tefiidas con
Giemsa fueron examinadas a una magnificacién de
1.000X para identificar las especies de parasito y
determinar el nivel de parasitemia. La densidad para-
sitaria fue calculada contando el nimero de parasi-
tos asexuados (usando un contador manual), contra
200 leucocitos en la gota gruesa, basandose en que
existirian de 6.000 a 8.000 glébulos blancos por pL
de sangre. La densidad parasitaria por microlitro se
calculd usando la féormula: densidad parasitaria/pl=
numero de parasitos contados x 8.000/nGimero de
leucocitos contados.

TERAPIA ANTIMALARICA.

El medicamento fue obtenido del Programa Anti-
malarico de la Direccion de Salud Ambiental del MPPS,
en el estado Bolivar. Las dosis fueron administradas
bajo supervision del personal de la investigacion y se
observo al paciente por 30 minutos.

TRATAMIENTO PARA INFECCIONES DE
MALARIA NO COMPLICADA.

Infeccion por Plasmodium vivax: combinacion de
Cloroquina + Primaquina:

Cloroquina: Dosis total: 25 mg base por kg. peso
para administrar en tres (3) dias.

Primaquina: Dosis total: 3,5 mg base por kg peso,
para administrar en catorce (14) dias consecutivos, a
razéon de 0,25 mg /Kg/Peso por 14 dias.

Infeccion por Plasmodium falciparum no complica-
da: Se indica como pauta terapéutica de primera linea
para infecciones por P falciparum la combinacion de
Artemeter/Lumefantrina y Primaquina.
Tableta
Administracion

Artemeter/Lumefantrina: combinada
20mg/120mg.

relacion al peso del paciente durante 3 dias continuos,

establecida con
cada 12 horas. Contraindicado en menores de 10 kg,
embarazadas y lactantes.

Primaquina: Dosis total: 0,75 mg base por kg
peso, en dosis Unica administrada el dia cuatro (4) del
tratamiento. Contraindicado en menores de 10 kg,
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embarazadas y lactantes (MPPS, 2015).

Proceso de seguimiento: a los pacientes que
recibieron cualquiera de las dos combinaciones de
tratamiento, se les pidi6 regresar los dias: 1, 2, 3, 7,
14, 21 y 28. En su defecto, el paciente fue ubicado en
su sitio de residencia.

Seguridad de los pacientes: Para evaluar la tolerabi-
lidad del medicamento, fueron registrados los efectos
secundarios reportados por los pacientes de manera
espontanea, sin preguntar por ellos especificamente
para evitar inducir algin tipo de respuesta.

Pérdida del seguimiento: Se consider6 como
pérdida, cuando a pesar de esfuerzos razonables
del equipo de investigacion, un paciente no pudo
ser encontrado para su seguimiento. También
correspondi6 a los pacientes que se ausentaron del
area de estudio y perdieron una o mas de las visitas

de seguimiento.

RETIRO DEL ESTUDIO.

El retiro del estudio fue voluntario, cuando el
paciente decidia no participar mas en el mismo. A
continuacion se presentan los criterios utilizados
como retiro de paciente:

1. Retiro del consentimiento.

2. Falla para completar el tratamiento.

3. Vomito persistente durante el tratamiento.

4. Efectos adversos severos (erupcion en la piel
o cualquier reaccion alérgica severa. No se
eliminaron los pacientes con prurito).

5. Ocurrencia durante el seguimiento de una
enfermedad concomitante que interferiria con
una clara clasificacion de la respuesta.

6. Necesidad o recepcion de una transfusion san-
guinea.

7. Deteccion de otra especie de malaria durante el
seguimiento.

8. Administracion de antimalaricos por otra parte o
auto-medicacion.

9. Falla para atender los controles acordados.

10.Inclusion equivocada del paciente, por fuera de
los criterios de inclusion/exclusion.

11. Malaria severa el Dia 1.

12.Mala clasificacién de un paciente por error de
laboratorio (parasitemia) que lleve a la adminis-
tracion de tratamiento de rescate.

VALORACION DEL PROTOCOLDO.

La valoracion del protocolo ocurre cuando un
paciente es removido del estudio por alguna causa
que no permite una adecuada interpretacion de la
respuesta al tratamiento. Por ejemplo cuando ocurre
un error en la dosificacion del medicamento, cuando
se detecta una infeccion mixta durante el seguimien-
to o cuando se reporta el uso de otro antimalarico
durante el seguimiento.

ANALISIS DE DATOS.

Para el manejo y analisis de datos fue utilizado el
programa Epi Info. Fue calculado el nimero y propor-
cion de pacientes con respuesta de (FTP) (Clo+Pri), (FTP)
(Art/Lum+Pri), (FCT) (Clo+Pri), (FCT) (Art/Lum+Pri),
(FPT) (Clo+Pri), (FPT) (Art/Lum+Pri), y (RCPA) (Clo+Pri)
y (RCPA) (Art/Lum+Pri), tal como fue definido.

Fueron evaluados los posibles factores de riesgo
para observar su grado de asociacion, calculando
OR, su intervalo de confianza (IC 95%), ademas de
la significancia estadistica (X2>= 3,84, valor de p
<0,05%), de las variables (edad, terapia antimalarica
anterior, densidad parasitaria inicial, etc.) buscando
su asociacion con la probabilidad de fracasos terapéu-
ticos y tiempo hasta el fracaso terapéutico.
INFORMACION DE LOS RESULTADOS.

Al terminar el estudio (Dia 28), o antes, si los
pacientes experimentaron fracaso terapéutico, el
personal del estudio les informé verbalmente sobre el
resultado de su tratamiento.

CONSIDERACIONES ETICAS.

El trabajo de investigacién cumpli6 con las normas
establecidas segtin con la declaracién de Helsinski,
enmendada en 1983. Se solicit6 el consentimiento
informado a los pacientes, previa explicacion del
estudio, catalogandolo como de riesgo minimo. Los
medicamentos administrados forman parte de las
pautas terapéuticas utilizados por el Programa anti-

Tribuna del Investigador | Vol. 19, No 1, 2018 | 149



Rubén A. Vallenilla, José L. Caceres

malarico Nacional del MPPS.

La evaluacién de resultados se realizdé segun el
Protocolo genérico para estudios in vivo de eficacia de
los medicamentos antimalaricos en las Américas (OPS
2017), y la evaluaciéon de eficacia, segin los resulta-
dos clinicos y parasitolégicos de la manera siguiente:
(Tabla 1).

Tratamiento

Diagnéstico Establecido .
para P, vivax.

Cloroquina mas Primaquina (Clo+Pri)

Artemeter/Lumenfantrina mas Pri-
maquina (Art/Lum+Pri) para P, falcipa-
rum.

Fracaso Terapéutico Precoz (FTP).

+ Desarrollo de signhos de peligro o malaria grave los Dias 1, 2 6 3 en presencia
de parasitos asexuados.

» Densidad parasitaria del Dia 2: > densidad parasitaria que el Dia 0, sin tener en
cuenta la presencia de fiebre.

» Densidad parasitaria del Dia 3: > 25% de la densidad parasitaria del Dia 0.

* Presencia de parasitos asexuados el Dia 3 con temperatura axilar > 37,5 °C.

y Parasitoldgica Adecuada (RCPA).

» Desarrollo de signos de peligro o malaria grave el Dia 4 o posteriormente con
. presencia de parasitemia, sin haber reunido previamente los criterios de FTP.
Fracaso Clinico . . . . o . .
Fracaso al Tardio (FCT) » Aparicion de parasitemia con una temperatura axilar > 37,5 °C (o historia de
. , ’ fiebre) entre los Dias 4y 14 (o 28, en estudios de 28 dias) inclusive, sin haber
tratamiento tardio . . o
reunido anteriormente los criterios de FTP.
(FTT).
Fracaso Parasito- |+ Presencia de parasitemia con una temperatura axilar < 37,5 °C. entre los Dias 7
légico Tardio (FPT). y 28 inclusive, sin haber reunido anteriormente los criterios de FTP o FCT.
Respuesta Clinica » Ausencia de parasitemia el Dia 14, (21 y 28 para las pruebas de 28 dias), sin

haber reunido previamente los criterios de FTP, FCT o FPT.

Tabla 1

Protocolo genérico para estudios in vivo de eficacia de los medicamentos antimalaricos.

RESULTADOS

Con el objetivo de evaluar la eficacia terapéutica in
vivo, de los medicamentos antimalaricos de primera
linea en Venezuela, fueron estudiadas 80 personas: 40
diagnosticadas positivas a Plasmodium vivax, alas cuales
se les aplico tratamiento con Cloroquina + Primaquina
durante 14 dias, y 40 infectadas a Plasmodium falci-
parum, a quienes se les administré tratamiento con
Artemeter/Lumefantrina + Primaquina, durante 4 dias.

Del total de participantes, 51(63,8%) fueron
del sexo masculino y 29(36,3%) del femenino. Las
edades estuvieron comprendidas entre los 11 y 76
afios, con un promedio de 34 afios. El grupo etario
con mayor numero de participantes fue el de 20 a 29
anos (28,8%). Entre los 20 y 39 arios se concentraron
56,1% de los pacientes (Tabla 2).
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Género n %
Masculino 51 63,7
Femenino 29 36,3

Total 80 100
Grupo Etario n %

10-19 9 11,3

20-29 23 28,7

30-39 22 27,4

40 - 49 13 16,2

50 - 59 11 13,8

60-69 1 1.3

70-79 1 1,3

Total 80 100
Tabla 2

Género y grupo etario de pacientes.

En las areas mineras del estado Bolivar se puede
encontrar toda clase de ocupaciones entre las perso-
nas que alli conviven, y cada una es libre de laborar
en lo que esté capacitado o desee desarrollar. De alli,
que los infectados presentan diversidad de trabajos
u ocupaciones. Los mineros se ubicaron en el primer
lugar entre los infectados (31,3%), seguidos de los
comerciantes con 25% (Tabla 3).

Ocupacion n %
Minero 25 31,3
Comerciante 20 25,0
Ama de casa 11 13,7
Estudiante 8 10,0
Obrero 3 3,7
Cocinera 3 3,7
Desempleado 3 3,7
Mecanico 2 2,5
Maestro 2 25
Técnico 1 1,3
Cofer 1 1,3
Secretaria 1 1,3
Total 80 100

Tabla 3

Ocupacion de los pacientes tratados.

Fue evidente la alta Incidencia entre los pacientes
estudiados. S6lo 9(16,1%) de ellos, eran primo-
infeccion. En promedio, los participantes fueron
diagnosticados con malaria 2 veces el ultimo arfio,
presentandose pacientes quienes refirieron hasta 20
y 30 episodios de la enfermedad en su vida.

Lafiebre, la cefaleay el escalofrio, fueron los signos
y sintomas con mayor presencia entre los infectados.
Todos presentaron las dos primeras manifestaciones
y 95% la tercera (Tabla 4).

Signos y sintomas n %
Fiebre 80 100
Cefalea 80 100

Escalofrio 76 95
Debilidad 76 95
Vémito 19 24
Dolor abdominal 16 20
Lumbalgia 16 20
Diarrea 14 18
Inapetencia 13 16

Cambio color orina 11 13
Nausea 10 13

Otro sintoma 8 10
Tabla 4

Signos y sintomas de los pacientes.

El dia del diagnostico inicial de malaria de los
pacientes en estudio o dia “cero”, se observaron las
siguientes caracteristicas parasitologicas: 52(65%)
presentaron parasitos asexuados y 43(53,8%) tenian
gametocitos.

El dia “uno”, después de recibir la primera dosis
del tratamiento, 10 pacientes se encontraron posi-
tivos (9 a P vivaxy 1 a P, falciparum), 50% de ellos con
10 a 50 parasitos asexuados y todos con presencia de
gametocitos.

El dia “dos”, hubo 8 positivos a P vivax, de los
cuales 5(62,5%) presentaban parasitos asexuados, y
todos portadores de gametocitos.

El dia “tres”, fueron diagnosticados 3 pacientes
con infecciéon a P vivax, todos con gametocitos y
2(66,7%) presentaron parasitos asexuados, registran-
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do 7 pacientes con Fracaso Terapéutico Precoz (FTP)
(Tabla 5).

Para el dia “siete” del tratamiento, 6(8,6%) de los
pacientes resultaron positivos (5 a P vivax y 1 a P
falciparum. 5 presentaron gametocitos y los 6 tenian
menos de 10 parasitos asexuados. En total, para el dia
“siete”, 10 pacientes presentaban FTP (Tabla 5).

El dia “catorce”, 4 pacientes estaban positivos a
Plasmodium (3 a P vivaxy 1 a P, falciparum), con menos
de 10 parasitos asexuados y 3 de ellos con gametoci-
tos. Para este dia 11 pacientes presentaban FTP y 5
con Fracaso Tardio al Tratamiento (FTT) (Tabla 5).

Veintitn dias después de iniciado el tratamiento,

otros 4 pacientes resultaron positivos a P. vivax, 2

con menos de 10 parasitos asexuados y dos entre 10
y 50 parasitos. Todos presentaron gametocitos. 13
pacientes fueron declarados FTP y 7 FTT (Tabla 5).

En el ultimo dia de control o dia “veintiocho”, fueron
3 los pacientes diagnosticados con P vivax, 2(66,7%)
con parasitos asexuados y todos con gametocitos. Para
la fecha, habia 14 pacientes con FTP, 8 con FTT y 2 con
Fracaso Parasitologico Tardio (FPT) (Tabla 5).

Por otra parte, la Respuesta Clinica y Parasitologi-
ca Adecuada (RCPA), de los medicamentos al final de
la evaluacion fue de 66,3%, siendo 40% para Cloro-
quina + Primaquina en el caso de P. vivax, y 92,5%
para Artemeter + Lumefantrina para P falciparum
(Tabla 6).

DIA D DIA1 DIA 2 DIA 3 DIA 7 DIA 14 DIA 21 DIA 28
% % % %

Resultado Positivo 80 100 10 125 8 10,3 3 4.1 6 8,6 4 6,3 4 6,7 3 5,4

P, vivax 40 50 9 9 8 100 3 100 5 833 3 75 4 100 3 100
P, falciparum 40 50 1 10 0 0 0 0 1 16,7 1 25 0 0 0 0

<10 52 65 4 40 3 375 0 -- 6 100 4 100 2 50 1 333

Parésitos 1050 17 213 5 50 0 0 2 67 0 0 0 0 2 50 2 667
>50 11 138 1 10 5 625 1 333 0 0 0 0 0 0 0 0

Gametocitos 43 538 10 125 8 100 3 100 5 833 3 75 4 100 3 100
Tto (Clo+Pri) 40 50 40 50 40 50 - - - - - e e o
Tto (Art/Lum+Pri) 40 50 40 50 40 50 - -- -- - - - -- -- - -
Primaquina -~ -~ - - - - 80 100 40 50 40 50 - - - -
FTP - e e e e e 7 - 10 - 1M = 13 - 14 -
FTT - = e e e e s e —= - B - 7T - 8 -
FPT e T

Tto (Clo+Pri): Tratamiento con Cloroquina mas Primaquina.

Tto (Art/Lum+Pri): Tratamiento con Artemeter/Lumefantrina mas Primaquina.
FPP: Fracaso Parasitolégico Precoz, FTT: Fracaso Terapéutico Tardio, FPT: Fracaso Parasitolégico Tardio.

Tabla 5

Resultados por dia de pacientes que recibieron tratamiento antimalarico de primera linea.
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Dieciséis pacientes con infeccion a P vivax
tuvieron Respuesta Clinica y Parasitologica Adecuada
al tratamiento: 11 hombres y 5 mujeres entre 17 y
50 afios de edad, 9 habian presentado malaria ante-
riormente, 35,7% de los comerciantes y 36,4% de
los mineros. Entre los infectados con P falciparum
so6lo 3 pacientes no registraron Respuesta Clinica y
Parasitologica Adecuada al tratamiento: 2 mujeres, 1
hombre, entre 31 y 55 afios, 1 minero, dos amas de
casa (Tabla 6).

El fracaso terapéutico precoz (FTP) o desarrollo
de signos de peligro o malaria grave los tres primeros
dias del tratamiento, alcanz6 22,5% para Cloroquina
+ Primaquina, y 2,5% para Artemeter + Lumefantrina
(Tabla 5). Fue observado fracaso tardio al tratamiento

(FTT) o aparicion de parasitemia con temperatura
axilar >37,5 °C. (historia de fiebre), entre los Dias 4 y
28 inclusive sin haber reunido anteriormente los crite-

rios de FTP. Para Cloroquina + Primaquina 22,5%, y
para Artemeter + Lumefantrina, 5% (Tabla 6).

El fracaso parasitologico tardio (FPT), o presencia
de parasitemia con temperatura axilar <37,5 °C, entre
los dias 7 y 28 inclusive, sin haber reunido anterior-
mente los criterios de FTP o FCT, se evidencid en 15%
de los pacientes tratados con Cloroquina + Primaqui-
na (Tabla 6).

También, en busqueda de factores asociados a
Respuesta Clinica y Parasitologica Adecuada, fueron
analizadas las variables demograficas y los signos y
sintomas de los pacientes. Diez variables presentaron
asociacion, 5 predisponentes y 5 protectoras, pero
ninguna evidencid significancia estadistica. Poseer
un peso mayor a 70 kg, tiene 89% mas probabilidad
de curarse de la infeccion que los de peso menor, sin
significancia estadistica (Tabla 7).

. . Plasmodium
. Plasmodium vivax .
SIGNOS Y SINTOMAS falciparum
% %
Desarrollo de signos de peligro o malaria grave los Dias 1,2 6 3. 1 2,5 1 2,5 2 2,5
D'en5|dad parasitaria del Dia 2 > den.5|dad parasitaria del Dia 1 5 12,5 0 0 5 6.3
sin tener en cuenta la presencia de fiebre.
Dens[dad parasitaria del Dia 3: > 25% de la densidad parasitaria 2 5 0 0 9 25
del Dia 1.
Presencia de parasitos asexuados el Dia 3 con temperatura axilar 1 25 0 0 1 125
> 37,5 °C.
FTP: Sumatoria de los anteriores 9 22,5 1 2,5 10 12,5
FTT: Aparicién de parasitemia con temperatura axilar >37,5 °C.
(o historia de fiebre) entre los Dias 4 y 28 inclusive, sin haber 9 22,5 2 5 11 13,7
reunido anteriormente los criterios de FTP.
FPT: Presencia de parasitemia con temperatura axilar <37.5 °C,
entre los Dias 7 y 28 inclusive, sin haber reunido anteriormente 6 15 0 0 6 7.5
los criterios de FTP o FCT.
RCPA: Ausencia de parasitemia los dias 14, 21y 28, sin haber 16 40 37 925 53 66,3

reunido previamente los criterios de FTP, FCT o FPT.

Tabla 6

Fracasos y Respuesta Clinica y Parasitoldgica Adecuada de los pacientes.
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DISCUSION

La malaria ha afectado desde su descubrimiento a
grandes masas poblacionales en el mundo, causando
innumerables defunciones. En los tltimos 15 afios,
en Venezuela la enfermedad ha mostrado un notable
incremento en su incidencia y mortalidad debido entre
otras causas, a la emergencia econémica y social del
pais, que propicia la ocupacion laboral de gran canti-
dad de personas en areas endémicas de la enfermedad.

VELEL] OR IC X2 P
Ser masculino 0,91 0,19 - 4,43 0,04 0,83
Ser femenina 1,10 0,22 -5,43 0,04 0,83
Edad < 30 afos 0,92 0,21 -3,95 0,04 0,83
Peso < 60 kg. 1,10 0,23-5,36 0,04 0,83
Peso > 70 kg. 1,89 0,42-8,76 0,37 0,54
Peso < 70 kg. 0,53 0,11-2,40 0,37 0,54
Ser comerciante 0,76 0,16 -3,50 0,00 0,94
Ser minero 1,10 0,23-5,36 0,04 0,83
Malaria antes 1,09 0,25-4,76 0,04 0,83
Vomitar en Tto 0,92 0,19 - 4,43 0,04 0,83
Tabla 7
Factores asociados a Respuesta Clinica y Parasitoldgica
Adecuada.

Aunque el problema de la resistencia a las
drogas esta presente en todas las zonas endémicas
de paludismo en el mundo, las areas reconocidas
actualmente como mas seriamente afectadas, son la
peninsula de Indochina y la region del Amazonas en
Suramérica (WHO, 2005) (Snow, 2005).

Segun estudios, varios mecanismos han sido
valorados para explicar los cambios ocurridos en la
sensibilidad las drogas antipaltdicas: adaptaciones
fisiologicas debidas a cambios no genéticos, selec-
cion de las células droga-resistentes previamente
existentes en una poblacioén mixta bajo la acciéon de la
droga (seleccion de mutantes), mutacioén espontanea
y mutacién de genes extranucleares (OPS, 2006).

En nuestro caso, la Respuesta Clinica y Para-

sitolégica Adecuada de 92,5% del
falciparum a la combinacion Altemeter/lumefantrina,

Plasmodium

se puede considerar alta, sin embargo, confirma cierta
falla terapéutica ya resefiada.

De acuerdo a las experiencia de Rojas (2010), en
Colombia desde el afio 2006 hasta la fecha, se esta
utilizando la combinacion terapéutica Artemeter/
Lumefantrina en areas con alta transmision de malaria,
con adecuada respuesta terapéutica y pocas fallas al
tratamiento. En el departamento del Choco, Colom-
bia, el resultado mostré6 después del seguimiento
estandar de 28 dias, con el tratamiento Artemeter/
Lumefantrina una tasa de curacion ajustada por reac-
cion de cadena de polimerasa (PCR) de 99% (IC95%
97-99,9), consistente con la mayoria de estudios reali-
zados en la regiéon amazonica desde 2003, segiin datos
de la Red Amazodnica de Vigilancia de la Resistencia a
Antimalaricos.

En dichos estudios, fue evaluada la eficacia de la
combinaciéon Artemeter/Lumefantrina con resultados
de fallas terapéuticas inferiores a 5%: en Brasil (0%),
Ecuador (0%), Venezuela (0%), Guyana (1,7%) y en
Suriname se observan los porcentajes de falla tera-
péutica mas elevados de la region entre 1,9% y 4,5%,
la mayoria de fallas tardias, lo cual no se traduce
necesariamente en resistencia a la combinacion, sin
descartar problemas de absorcion de la Lumefantrina,
o la posibilidad de reinfeccion (OPS, 2005).

Por su parte, Ferreira et al. (2008), reportaron
una disminucién significativa de la sensibilidad in
vitro al Artemeter del P. falciparum en aislamientos
de la Guyana Francesa en la frontera con Brasil, sin
embargo, la misma no fue acompanada de un incre-
mento en las fallas terapéuticas.

En Tanzania y Burundi, donde se evalu6 la efica-
cia de Artemeter/Lumefantrine (AL) vs Artesunato +
Amodiaquina (AQ+AS), al dia 28 hubo menor namero
de fallas con AL en Tanzania (AL= 29%, AQ+AS=51%,;
RR 0,56, 95% CI 0,48 — 0,66). El dia 14, hubo pocas
fallas parasitologicas tanto en Tanzania (AL= 1,3%,
AQ+AS 13%), como en Burundi (AL=0,7%, AQ+AS=
4.6%; RR 0,15,95% IC 0,02-1,21). Igualmente, la carga
de gametocitos para el dia 14 fue significativamente
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baja en ambos estudios (Martensson et al. 2005).

También, en una revision sistematica de Cochrane,
de 50 estudios evaluando la eficacia de las cinco
CTDA, de primera linea mas utilizadas en el mundo,
se observaron algunos estudios donde reportan fallas
terapéuticas superiores a 10% en todas las combina-
ciones (Sinclair et al. 2009).

En Camboya, fue realizado un estudio con 190
pacientes de los cuales 55 fueron tratados con
Artemeter/Lumefantrina, en los que se encontr6 una
tasa de curacion de 71,1%. Encontraron que las fallas
terapéuticas para este tratamiento estan relacionadas
con las concentraciones plasmaticas de Lumefan-
trina, las cuales se garantizan, siempre y cuando, el
medicamento se suministre con suplemento alimen-
ticio graso (Denis et al. 2006).

Un estudio multicéntrico realizado en Africa,
evidencio que la respuesta clinica y parasitologica
adecuada fue de 95,5% para Artemeter/Lumefantrina,
mientras que en Nigeria se observaron tasas de cura-
cion para Artemeter/Lumefantrina de 100% (p = 0.66),
datos corregidos con PCR (Falade et al. 2008).

Por otra parte, la alta proporcion de pacientes
con gametocitos el dia “cero” (53,8%), observada en
nuestro estudio, especialmente en infecciones a P,
vivax, evidencia dificultad para el acceso a los servi-
cios de salud, sea por demora al acudir a un centro
diagnostico, o su indisponibilidad, lo cual evita un
diagnoéstico precoz y un tratamiento oportuno de
los pacientes con malaria. Luego, la presencia de los
mismos hasta el dia 28, reflejaria la problematica
existente con los tratamientos.

En Colombia, 30% de los pacientes tratados
con Artemeter/Lumefantrina y 35% del grupo de
Amodiaquina + Artesunato tenian gametocitos al
dia O, sin embargo, en ninguno de los tratamientos
se observaron gametocitos después del segundo dia
(Rojas, 2010).

En Burundi se reportaron gametocitos al dia 7,
encontrandose menor cantidad en el grupo Artemeter/
Lumefantrina con un RR 0,68 (IC95% 0,33-1,41)
(Ndayiragije, 2004).

Segin lo descrito por Sutherland et al. (2005),

las combinaciones terapéuticas con derivados de
Artemisinina, han logrado una disminucién en los
gametocitos de forma tan significativa, que se ha
logrado una disminucién en la transmision del parasi-
to al mosquito y podrian minimizar la transmision de
parasitos resistentes.

Para el desarrollo de resistencia a la Artemisinina,
es importante la eficacia del otro medicamento que
hace parte de la combinacion y otros factores que aun
no estan siendo estudiados. En la Guyana Francesa,
Jambou et al. (2005), también reportaron una dismi-
nuciéon de la actividad in vitro del Artemeter en la
frontera con Brasil, esto debido a una mutaciéon en el
sitio blanco de acciéon de las Artemisininas, lo cual
generO gran preocupacion en la region y la necesidad
de un monitoreo continuo de la eficacia de las combi-
naciones, sin observar a la fecha un incremento en las
fallas terapéuticas.

Sin embargo, desde el ano 2009, existe la preocu-
pacion creciente por la aparicion de resistencia a los
derivados de la Artemisinina en la frontera de Tailan-
dia y Camboya, donde histéricamente ha aparecido
la resistencia a los medicamentos antimalaricos. Esta
resistencia se traduce en prolongacion en el tiempo
de eliminacion de los parasitos, lo cual reduce la
respuesta terapéutica (Dondorp et al. 2009).

En cuanto al tratamiento combinado con Cloroqui-
na + Primaquina, el mismo suele ser el indicado para la
cura radical de las infecciones por P. vivax. La Cloro-
quina actta sobre las formas sanguineas asexuales y
las formas sexuales inmaduras del parasito, mientras
que la Primaquina posee actividad gametocida y esqui-
zonticida tisular (Bergonzoli et al. 2000).

No obstante, el tratamiento con Cloroquina +
Primaquina para las infecciones a P. vivax, produjo
una Respuesta Clinica y Parasitologica Adecuada de
s6lo 40%, considerada una eficacia “muy baja” para
un area de tan alta endemicidad, mas si la compara-
mos con el estudio de Krudsood et al. (2007), quienes
reportaron que la Cloroquina sigue siendo el farmaco
de eleccion para el tratamiento del Plasmodium
vivax en Tailandia, al reportar 100% de curacién en
51 pacientes tratados, muy distante del porcentaje
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alcanzado en nuestro estudio.

De acuerdo a lo observado, el principal fallo en
la administracion de la combinacién de Cloroquina
+ Primaquina se present6 por el Fracaso Terapéu-
tico Tardio, donde la parasitemia reaparecid con una
temperatura axilar mayor de 37,5 °C, entre los dias
4y 28. En muy pocos casos se desarrollaron signos
de peligro con la administracion de la combinacion
Cloroquina + Primaquina en los dias 1, 2 o 3.

En Bolivia, una evaluacion in vivo de la eficacia
de la Cloroquina para el tratamiento de la malaria
por Plasmodium vivax, en el Departamento de Tarija,
incluy6 61 pacientes entre 5 y 59 afios de edad. Todos
recibieron una dosis total de Cloroquina de 25 mg/Kg
en 3 dias. De acuerdo al protocolo estandarizado de la
OPS/OMS, los pacientes fueron seguidos por 28 dias,
completando el seguimiento de 60 pacientes. No se
presentaron recurrencias de la parasitemia o manifes-
taciones clinicas después del tercer dia de tratamiento,
lo cual mostré 100% de sensibilidad de Plasmodium
vivax al medicamento (Martinez et al. 2009).

También en Bolivia, fue evaluada la eficacia tera-
péutica de la Cloroquina como tratamiento de malaria
no complicada por P vivax en Riberalta, Guayara-
merin y Yacuiba, en pacientes entre 5 y 59 afos. Se
suministrdé Cloroquina (25 mg/kg en tres dias), y se
hizo seguimiento por 28 dias, midiendo los niveles de
Cloroquina en sangre y desetilcloroquina, el dia dos
y el dia de registro de reaparicion de parasitemia. Se
estudiaron 223 pacientes. Las medias de densidad
parasitaria (formas asexuadas) del dia O en Riber-
alta fueron de 6.147, en Guayaramerin, 4.251, y en
Yacuiba, 5.214 parasitos/ul de sangre. Mientras en
Yacuiba no se presentaron fracasos terapéuticos, en
Riberalta ocurrieron en 6,2% y en Guayaramerin 10%
(Anez et al. 2012).

En otro orden de ideas, algunas de las variables
demograficas, los signos y los sintomas, presentaron
asociacion con la Respuesta Clinica y Parasitologica
Adecuada, sin significancia estadistica, mientras que
en un estudio realizado en Costa Rica, no se encontro
ninguna variable (edad, peso, talla, sexo, consumo
de tabaco y alcohol, escolaridad y parasitemia), que

afectara la eficacia, lo que permitié concluir que los
posibles factores de confusion estuvieron homogé-
neamente distribuidos entre los diferentes grupos
(Bergonzoli et al. 2000).

Finalmente, el valor de la Respuesta Clinica y Para-
sitologica Adecuada para P. falciparum (92,5%), de
la combinacion Artemeter/ Lumefantrina podria ser
aceptable, mientras que la respuesta de la Cloroquina +
Primaquinaa P, vivax (40%), hace pensar en la necesidad
de buscar una combinacion sustituta, con mayor efica-
cia, en razén a la recomendacion de las guias recientes
de tratamiento antimalarico, las cuales recomiendan un
cambio en la politica de tratamiento cuando el porcen-
taje de falla terapéutica sea superior a 10%.

Dado que la eficacia de un tratamiento depende
de diversos factores tanto intrinsecos como extrinse-
cos (disponibilidad del tratamiento, adherencia,
especificidad del medicamento, carga parasitaria,
farmacocinética, seguridad y tolerabilidad del medi-
camento), se hace necesario realizar un estudio que
establezca nuevas asociaciones con dichas variables y
la medicién de concentraciones hematicas y urinarias
de los medicamentos, e implantar un sistema de moni-
toreo permanente de los medicamentos utilizados.

También, es necesario un control riguroso de los
medicamentos en areas malaricas, evitando su comer-
cio, y la aplicacién indebida de dosis, como también,
el uso de medicamentos traidos del exterior, ademas
de mejorar el sistema de vigilancia epidemiologica,
en el sentido que el mismo registre e identifique
los pacientes cada vez que soliciten un examen de
gota gruesa, y reciban tratamiento, para evitar la
repeticion de pacientes tratados en distintos centros
antimalaricos.

Por supuesto, es imprescindible, que el programa
antimalarico del MPPS, esté en consonancia con la
Estrategiatécnicamundial contralamalaria2016-2030,
elaborada por la OMS el afno 2015, con el propoésito de
ayudar a los paises a reducir el sufrimiento humano
causado por la mas mortal de las enfermedades trans-
mitidas por mosquitos en el mundo.
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RESUMEN

Anopheles nuneztovari Gabaldon 1940, es considerado el principal vector
de malaria en la regién andina, recientemente ha sido reportado en el estado
Bolivar, donde se produce mas de 60% de la malaria en Venezuela. Se propuso
como objetivo estudiar el comportamiento de An. nuneztovari s.. de Las
Manacas, municipio Sifontes, en el estado Bolivar, frente a los cuatro grupos
toxicologicos de insecticidas (organofosforados, organoclorados, carbamatos y
piretroides) y determinar los posibles mecanismos de resistencia a insecticidas
involucrados, por medio de pruebas bioldgicas en botellas, pruebas bioquimicas
en microplacas y electroforesis. Anopheles nuneztouvari s.l. resulto resistente a
los insecticidas fenitrotion, pirimifosmetil y DDT, pero susceptible a propoxur,
lambdacialotrina y deltametrina. Este fenémeno fue confirmado por pruebas
bioquimicas observandose valores elevados de acetilcolinesterasa insensi-
ble (0,1083), al mismo tiempo que valores normales para la acetilcolinester-
asa (0,1095), esterasas o (0,4930), esterasas B (0,5293) y oxidasas de funcion
multiple (0,1215). Estos resultados fueron comprobados en las electroforesis,
observandose bandas bien definidas y fuertemente tefiidas tanto de esterasas
A4 como de B2, las cuales han sido reportadas como mecanismos de resistencia
en vectores de enfermedades. Estos hallazgos contribuyen al planteamiento de
nuevas estrategias para el buen uso y prolongacion de la vida Gtil de los insec-
ticidas.

Palabras clave: Anopheles nuneztovari; esterasas; oxidasas; resistencia a
insecticidas; malaria; Venezuela.

BEHAVIOR TO ORGANOSYNTHETIC INSECTICIDES IN ANOPHELES
NUNEZTOVARI GABALDON 1940 OF A MALARIOUS MINING ZONE FROM
BOLIVAR STATE, VENEZUELA.

ABSTRACT

Anopheles nuneztovari Gabaldon 1940, is considered the main vector of
malaria in the Andean region, has recently been reported in the Bolivar state,
where more than 60% of malaria is produced in Venezuela. The objective was to
study the behavior of An. nuneztovari s.l. of Las Manacas, municipality Sifontes,
in the Bolivar state, in front of the four toxicological groups of insecticides
(organophosphorus, organochlorine, carbamates and pyrethroids) and to deter-
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mine the possible mechanisms of resistance to insecticides
involved, by means of biological tests in bottles, biochemi-
cal tests in microplates and electrophoresis. Anopheles
nuneztovari s.l. It was resistant to insecticides fenitrothion,
pirimiphosmethyl and DDT, but susceptible to propoxur,
lambda-cyhalothrin and deltamethrin. This phenomenon
was confirmed by biochemical tests observing high values
of insensitive acetylcholinesterase (0.1083), at the same
time as normal values for acetylcholinesterase (0.1095),
esterases a (0.4930), esterases P (0.5293) and multiple
function oxidases (0.1215). These results were checked in
the electrophoresis, observing well defined and strongly
stained bands of both A4 and B2 esterases, which have
been reported as resistance mechanisms in disease vectors.
These findings contribute to the approach of new strate-
gies for the good use and prolongation of the useful life of
the insecticides.

Keywords: Anopheles nuneztovari; esterases; oxidases;
insecticide resistance, malaria; Venezuela.

INTRODUCCION

Anopheles nuneztovari Gabaldon 1940, se encuen-
tra distribuida en sur América desde Venezuela hasta
Brasil (Sinka et al, 2012). Hasta 2004 se pens6 que
la especie estaba confinada a las regiones del oeste
de Venezuela, asociada a la ecoregion de piedemonte
andino, hallandosele ocasionalmente en los llanos
y bosques interiores en tierras bajas (Osborn et al.,
2004; Rubio-Palis, 2000); sin embargo, Moreno et al.,
(2004) la colectaron en tres localidades del muni-
cipio Sifontes en el estado Bolivar. Esta especie se
encuentra en zonas con altitudes que van desde 200
hasta 1352 msnm, con precipitaciones y tempera-
turas medias anuales de 1000 a 4000 mm de lluvia
y 25 a 28 °C (Sinka et al, 2010); siendo considerado
el principal vector de malaria por Plasmodium vivax
en el occidente de Venezuela y norte de Colombia,
asi como de P. falciparum en Surinam durante las
epidemias (Panday 1977). Fue encontrado por primera
vez infectado en la naturaleza con Plasmodium spp.
por Rey y Renjifo (1950). Anopheles nuneztovari s.l.
ha sido encontrada naturalmente infectada con Plas-
modium en Brasil (Arruda et al., 1986; Pévoa, 1993;
Tadei et al., 1998), Colombia (Brochero, et al., 2007) y
Pera (Hayes et al., 1987); mientras que en Venezuela
la infeccion ha sido reportada por Pintos y Sabril
(1965), Pintos et al., (1968) y Rubio-Palis et al., (1992),
siendo el Gltimo reporte el de Abou Orm et al. (2017)

en el municipio Sifontes del estado Bolivar. Gabaldon
y Guerrero (1959) observaron que en algunas areas
donde An. nuneztovari estaba transmitiendo malaria
los indices esplénicos eran cercanos a 100%. Hamon
et al., (1970) también sefialaron que la importancia de
este vector dependia de la densidad de vegetacion en
los alrededores de las casas, reduciéndose la densidad
del vector cuando la vegetacion peridoméstica se
eliminaba. Esta especie es antropofilica y las hembras
abandonan las casas poco después de alimentarse
de sangre, por consiguiente, al no reposar sobre las
paredes evitan ponerse en contacto con dosis letales
de insecticidas. Gabaldon (1972) consideraba que esta
intensa exofilia ha sido responsable en gran medida
de la malaria "refractaria" en Venezuela.

Para 2017 La Incidencia Parasitaria Anual (IPA)
del pais fue de 21,7 por cada 1.000 habitantes (MPPS,
2017). El control exitoso de la malaria se basa en la
integraciéon de las medidas de educacion sanitaria
hacia la comunidad, orientadas a crear conciencia
sobre la proteccion individual y aquellas medidas
llevadas a cabo por los Programas de control, dirigi-
das a actuar sobre los vectores y sobre el parasito.
Sin embargo, las estrategias de control en malaria,
no pueden ser estaticas, en virtud de las capacidades
adaptativas de los parasitos a los medicamentos y
los vectores a los insecticidas (Wide, et al., 2011). El
control mediante rociamiento residual intradomi-
ciliario y el uso de mosquiteros insecticidas de larga
duracién, seguira siendo fundamental, desafortun-
adamente, debido a la presion, los mosquitos siguen
desarrollando resistencia a los insecticidas. Se ha
identificado resistencia a insecticidas en los anofelin-
os vectores de malaria en 64 paises con transmision
activa de la enfermedad, afectando todas las regiones
del mundo, detectandose en algunas areas, resisten-
cia a las cuatro clases de insecticidas utilizados en
salud publica para el control de vectores (IRAC, 2011).
La comunidad mundial para el control de la malaria
ha tomado en serio esta amenaza, el Plan Mundial
para el Manejo de la Resistencia a Insecticidas en los
vectores de malaria (GPIRM, por sus siglas en inglés)
advierte sobre la necesidad de actuar antes que este
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problema ponga en peligro las estrategias actuales de
control de vectores (OMS, 2012).

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y muestra

La poblacién objeto de estudio fue An. nuneztouvari
s.l. de la localidad de Las Manacas (6° 12° 24” N; 61°
227 40" O; fig. 1) ubicada en la parroquia San Isidro
del municipio Sifontes en el estado Bolivar.

La muestra estuvo constituida por mosquitos
hembras adultas de esta especie colectadas entre
las 18:00 y 20:00 horas, reposando sobre vaqueras y
paredes de las viviendas a una frecuencia de dos veces
por semana de septiembre a diciembre de 2017. No se
cont6 con una cepa patréon susceptible a insecticidas,
de la especie.

MUNKICIPID GRAN SARANA,

Figura 1
Ubicacién geografica de la localidad de Las Manacas,
Parroquia San Isidro, Municipio Sifontes, edo. Bolivar,
Venezuela.

Insecticidas

Se evaluaron el organoclorado DDT (98%), los
organofosforados fenitrotion (95%) y pirimifosmetil
(89,08%); los piretroides lambdacialotrina (70%) y
deltametrina (70%) y el carbamato propoxur (99,3%),
los insecticidas grado técnico sin valor comercial que
fueron suministrados por Insecticidas Internacionales
Compafiia Anénima INICA.

Pruebas biolbgicas

Los bioensayos se realizaron siguiendo el método
de las botellas del CDC (Center for Disease Control
and Prevention, Atlanta, USA). Los mosquitos adultos
hembras colectados fueron expuestos a botellas de
vidrio tipo Wheaton de 250 ml, tratadas con solu-
ciones cetonicas de insecticidas, las cuales fueron
usadas como camaras de prueba para detectar la
resistencia a los insecticidas en mosquitos adultos,
para los ensayos se emplearon las dosis recomenda-
das por la OMS (2016) que sefala la dosis diagnostica
como la menor de la dosis que mata el mayor porcen-
taje de los insectos expuestos. Las botellas controles
del experimento solo fueron tratadas con acetona.
Los ensayos se realizaron a temperaturas aproxima-
das de 26°C + 2 y humedad relativa de 75% * 5. Se
expusieron aproximadamente 10 mosquitos adultos
(?) por botella y se evaluaron cuatro repeticiones por
cada concentracion de insecticida y dos repeticiones
como grupo control. Los ensayos fueron replicados
tres veces en dias distintos, durante el tiempo que
se lograba el 100% de mortalidad. De esta manera
se determinoé el efecto del insecticida en funcion del
tiempo de exposicion, Con esta misma metodologia
se procedio para los bioensayos con los sinergistas.

Pruebas bioquimicas

Cada mosquito fue homogeneizado en 50 pl de
amortiguador fosfato y diluido a 0.5 ml del mismo
amortiguador. Se tomaron alicuotas de 50 ul de cada
muestra y se colocaron en placas para microtitulacion
de 96 pocillos. Se evaluaron seis diferentes enzimas
que confieren resistencia a insecticidas; esterasas o y
B, multifunciéon oxidasa (MFQ), glutation-S-tranferasa
(GST), acetilcolinesterasa (AChe) y acetilcolinesterasa
insensible (AChei). Los substratos utilizados en cada
ensayo incluyen a y B-naftil acetato para las estera-
sas no especificas, el TMBZ (3,37,5,5 -Tetrametil
Benzidina) para las oxidasas (hemo peroxidasa) y el
yoduro de acetilcolina usado para medir la actividad de
laacetilcolinesterasa normal, para la acetilcolinesterasa
insensible se afiadio6 el insecticida carbamato propoxur
alamuestra. La absorbancia fue medida en un lector de
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ELISA, Multiskan Plus de Fisher Scientific, empleando
filtros de 405 nm para AChe y AChei, mientras que
para las esterasas y oxidasas se empleo filtro de 620
nm (Hemingway y Brogdon, 1998).
Identificacion de esterasas por electroforesis.
Siguiendo el procedimiento descrito por Garcia-
Segua, se prepararon las muestras en una proporcion
de 1:1; 10 pul de homogenato con 10 pl de amor-
tiguador de carga para un total de 20 pl. Luego se
prepar6 el gel tampoén colocandolo en la placa y se
esper6 la polimerizacion del mismo. Seguidamente
se prepar0 el gel de corrida, afadiéndolo a la placa
nuevamente, colocando el peine separador. Una vez
ocurrida la polimerizacion se retir6 el peine, y el gel
del soporte. Se llend la camara con amortiguador de
corrida, luego se coloco el gel dentro y las muestras
en cada pocillo correspondiente. La corrida se realizd
a 150 voltios aproximadamente 1 hora u 1 hora y 20
minutos. Pasado el tiempo se saco el gel y se coloco
en un recipiente contentivo de 50 ml de substrato, se
incub6 por 20 minutos para luego afiadir el colorante
Fast Blue por 5 minutos, enjuagar y sumergirlo en
solucion fijadora 50 ml por 20 minutos; después se
procedio a secar a 80°C por 1 hora y 45 minutos, por
ultimo se retiro el gel y se cuantificaron las bandas.

Analisis de los resultados

Los datos obtenidos con las pruebas biologi-
cas fueron sometidos a un analisis de regresion y
correlacion lineal probit, donde se determinaron los
tiempos letales 50 y 98 (TL50 y TL98), asi como la
pendientedelarectay el X2y graficadosen el programa
Excel, empleando una curva sigmoidal de porcentaje
de mortalidad versus tiempo en minutos, Los resul-
tados obtenidos en las pruebas bioquimicas de
la acetilcolinesterasa, acetilcolinestarasa insensible,
esterasas elevadas y multifunciéon oxidasa, fueron
analizados en funcién de los valores de absorbancias
segun el siguiente criterio: valores de absorbancia
por encima de 0,3; 0,02; 0,8 y 0,5 respectivamente,
son considerados como evidencia de presencia del
mecanismo en concordancia con los resultados de
los bioensayos con insecticidas. Para Identificacion

de esterasas por electroforesis, se determiné la
razon de movilidad (Rf= distancia de migracion de la
banda/ distancia de migracién del indicador xileno
cianol) y se busco identificar las esterasas A4 (Rf=
0,7) y B2 (Rf= 0,2), que han sido reportadas como
mecanismo de resistencia en otras especies de impor-
tancia médica (Georghiou y Pasteur, 1978).

RESULTADOS

Se determin6 el efecto del insecticida en funcion
del tiempo de exposicion en comparacion al umbral
de resistencia categorizando los mosquitos como
resistentes o susceptibles. En el tratamiento control
no se encontré mortalidad por lo que no fue necesario
corregir. La relaciéon tiempo (dosis) mortalidad de los
especimenes de An. nuneztovari s.I. de Las Manacas,
expuestos al organo clorado DDT y los organo-
fosoforados fenitrotion y pirimifosmetil, evidencian
resistencia, mientras que los expuestos al insecti-
cida piretroide deltametrina y al carbamato propoxur
resultaron susceptibles (tabla I, figura 2), por cuanto
100 % de los individuos expuestos murieron entre 15
y 20 minutos, con relacion al umbral referencial para
la especie de 30 minutos, determinado por Fonseca-
Gonzalez et al (2010). Adicionalmente, se observd
sinergismo del butéxido de piperonilo con el pirimi-
fosmetil (figura 3), mas no con la deltametrina (figura
4). Este fenomeno fue confirmado por las pruebas
bioquimicas donde se observaron valores elevados
en absorbancia de acetilcolinesterasa insensible
(0,1083), pero valores normales en acetilcolinesterasa
(0,1095), esterasas alfa (0,4930), esterasas beta
(0,5293) y oxidasas de funcion mdultiple (0,1215)
(tabla II). Asimismo, esto fue comprobado en las elec-
troforesis, en las cuales se pudo observar bandas bien
definidas y fuertemente tefidas tanto de esterasas A4
(figura 5), como de B2 (Figura 6), que también sugieren
mecanismos de resistencia basados en estas enzimas.
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Insecticidas Dosis! TL,? IC3 TL," IC5 b+DS X2
6
Pirimifos metil 20 46.4 42.8-50.1 70.5 64.4-80.6 0.8+/-0.01 10
Fenitrotion 50 46 43.6.48.4 71.4 67-77.5 0.8+/-0.007 25
Delta metrina 12.5 10 9.5-10.5 14.5 13.5-16 0.5+/-0.05 2.4
Lambda cialotrina 12.5 10.3 9.7-10.8 15 14-16.5 0.4+/-0.04 1.1
DDT 100 - - 65.3 60-72.6 9.7+/-0.8 12.9
Propoxur 10 8.8 8.1-9.3 12.4 11.5-13.9 0.6+/-0.08 1.4
Tablal

Tiempos letales para seis insecticidas (ug/ml) en adultos de Anopheles nuneztovari s.l. de Las Manacas,

municipio Sifontes, estado Bolivar.
1= pg/ml, 2= Tiempo letal 50 (minutos), 3= Intervalo de confianza a 95% (minutos), 4= Tiempo letal 98 (minutos),
5= Intervalo de confianza a 95% (minutos) y 6= Pendiente de la Linea de regresion +desviacion estandar.
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Figura 2

Tendencia de los datos tiempo-mortalidad en adultos de Anopheles
nuneztovari s.l. expuestos a seis insecticidas en Las Manacas,
municipio Sifontes, estado Bolivar.
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Figura 3

Tendencia de los datos tiempo-mortalidad en adultos de Anopheles
nuneztovari s.l.expuestos a pirimifosmetil y butéxido de piperonilo, Las
Manacas, municipio Sifontes, estado Bolivar.
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Figura 4

Tendencia de los datos tiempo-mortalidad en adultos de Anopheles
nuneztovari s.l. expuestos a deltametrina y butéxido de piperonilo, Las
Manacas, municipio Sifontes, estado Bolivar.

Estadistica Descriptiva

Criterio de
. resistencia . Desviacién
Mecanismo (absorban- Promedio Standard Resultado
cia)
Acetilco- 0.3 0,1095 0,0263 normal
linesterasa
Acetilco-
linesterasa
Insensible 0,02 0,1083 0,0252 elevada
Esterasas 0,8 0,4930 0,0922 normal
alfa
Esterasas 0.8 05293 0,0833 normal
beta
Oxidasas 0,5 0,1215 0,0272 normal
Tablalll

Mecanismos de resistencia determinados en adultos hembras de
Anopheles nuneztovari s.l, Las Manacas, municipio Sifontes, estado
Bolivar.
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Figura 5

Patrones electroforéticos de esterasas alfa en adultos hembras de
Anopheles nuneztovari s.l. de Las Manacas, municipio Sifontes, estado
Bolivar.
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Figura 6

Patrones electroforéticos de esterasas beta en adultos hembras de
Anopheles nuneztovari s.l. de Las Manacas, municipio Sifontes, estado
Bolivar.

(Figuras 5y 6: No se pudo disponer de una mejor resolu-
cion de laimagen por parte de los autores)

DISCUSION

Anopheles nuneztouvari s.l. del estado Bolivar, se
fue encontrado resistente al organoclorado DDT y
a los organofosforados pirimifosmetil y fenitrotion,
mientras que sigue respondiendo de manera favora-
ble a los piretroides deltametrina y lambdacialotrina
y al carbamato propoxur. La resistencia encontrada
posiblemente esté siendo mediada por la acetilco-

linesterasa insensible y las esterasas A4 y B2 reveladas
en la electroforesis. Existen reportes de especies de
anofelinos en diferentes regiones del mundo, que
todavia son susceptibles a los insecticidas piretroides,
pero resistentes a los organofosforados por ejemplo
en Venezuela, Figueroa Acosta et al. (2006) publicaron
un estudio en An. aquasalis de Aragua en el cual se
determiné su nivel de resistencia a lambdacialotrina
y a pirimifosmetil, ademas se identificaron mecanis-
mos de resistencia in vivo con los sinergistas Butoxido
de Piperonilo (PB) y S, S, S, Tributilfosforotriotioato
(DEF) e in vitro con el substrato beta naftil acetato.
Las enzimas de multifuncién oxidasa (MFO) y las
esterasas pudieran estar interviniendo en la resisten-
cia encontrada a estos insecticidas.

(2007)
describen el nivel de resistencia a insecticidas orga-

También Molina de Fernandez et al.,

nosintéticos en albitarsis s.. (marajoara Galvio &
Damasceno, 1942), en estudios realizados en zonas
agricolas de Calabozo, en el estado Guarico, donde
hay brotes de malaria, esporadicos, con metodologia
combinada OMS y CDC, con la cual también se deter-
minaron mecanismos de resistencia a insecticidas in
vivo e in vitro. Las poblaciones adultas de An. albi-
tarsis s.l. de esta zona mostraron resistencia cruzada
entre DDT y piretroides, entre piretroides y a los orga-
nofosforados evaluados. En este caso, la resistencia
a piretroides y organofosforados fue fuertemente
reducida por el sinergista butoxido de piperonilo
demostrando la presencia de multifuncién oxidasas.
Las pruebas bioquimicas indicaron aumento en el nivel
de enzimas esterasas no especificas, y hubo eviden-
cia de acetilcolinesterasa insensible. Estos resultados
fueron discutidos en términos de resistencia multiple
a insecticidas, reportada por primera vez para esta
especie y en la cual el uso de insecticidas se encuentra
claramente comprometido con la aplicacion de insec-
ticidas en la agricultura, debido a que esta especie de
importancia epidemiologica habita ecosistemas de
arrozales. Del mismo modo, Fonseca-Gonzalez et al.,
2009, a fin de establecer el estatus de susceptibilidad
para An. darlingi de Colombia, condujeron ensayos
bioquimicos en microplacas, encontrando niveles
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elevados de enzimas, relacionados con la resistencia
a insecticidas que incluyen MFO, NSE, GST y Achei.
El metabolismo incrementado a través de MFO vy
NSE, pudiera estar envuelto en la resistencia cruzada
a DDT y lambdacialotrina. Nuevamente, Gonzalez et
al., (2009a), reportaron para An. nuneztovari, eviden-
cia de algunos mecanismos de resistencia tales como
OFM y Achei, que implica resistencia cruzada entre
DDT y piretroides, también se report6 resistencia a
fenitrotion. Esta resistencia encontrada a estos insec-
ticidas, es debido a que son los mas comunmente
usados por las autoridades de salud para el control de
los vectores de malaria. Por taltimo, Molina de Fernan-
dez y Figueroa Acosta (2009), sefialan resistencia
metabolica en An. aquasalis del municipio Libertador,
Sucre. Se detectaron niveles elevados de esterasas
alfa y beta, asi como también la Acetilcolinesterasa
alterada. Las enzimas oxidasas de funciéon multiple en
las poblaciones de An. aquasalis de tres de las locali-
dades evaluadas también resultaron alteradas, por lo
que ambos sistemas enzimaticos pudieran estar inter-
viniendo en la expresion de resistencia a insecticidas
organofosforados en las poblaciones de estudio. Por
otro lado, la actividad enzimatica de la Glutation-S-
transferasa solo esta operando en Rio de Agua, esto
podria explicarse, por cuanto la zona ha sido sometida
a fuerte presion con insecticidas organoclorados, en
el pasado, especificamente el DDT, ejercida por los
organismos de salud en esa zona para el control de la
malaria.
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Muscarinic receptors regulate
intracellular CGMP levels
at airway smooth muscle.

ABSTRACT

In this review, we exposed the experimental evidences, related to the cGMP
signals, linked to the muscarinic activation of airway smooth muscle (ASM), an
essential element in the bronchoconstriction and the remodelling described
in asthma and COPD. During this muscarinic activation, two cGMP signals are
observed, at 20-s and 60-s, being products of two different muscarinic recep-
tors (mAChRs) associated with two distinctive guanylylcyclases. Thus, the
20-s-cGMP signal involves an M2mAChR inducing a massive and transient a1p1-
NO-sGC translocation from cytoplasm to plasma membranes. Moreover, the
60-s-cGMP signal is associated with a novel G-protein coupled NPR-GC-B. This
nano-machine is regulated by MAChRs, in an opposite way, by an M3mAChR
coupled to Gql6 to activate NPR-GC-B and an MZ2mAChR coupled to Go/1 to
inhibit this NPR-GC-B. Moreover, M3mAChRs is desensitizated by dimerization
induced by PKG-II phosphorylation. This phosphorylated-M3mAChR binds
muscarinic antagonists rather than muscarinic agonists implying receptor
desensitization. Recently, we described a novel PDE1A coupled to M2mAChR
to finish these cGMP signal transduction cascades. In ASM cells from rats,
MZmAChHhR displays a novel anti-mitogenic effects suggesting that a possible
imbalance between these two M2mAChR/M3mAChR signal cascades can con-
tribute to airway hyperreactivity and the abnormal proliferative ASM responses
present in asthma and COPD. In asthma experimental model as OVA-sensitized
rats, the muscarinic activation of these ASMC exhibited a dysfunction of these
cascades involving two M2mAChR/M3mAChR associated with two distinctive
cGMP generators, which has been implied in asthma and COPD, opening ways
for the development of novel drugs to treat these human diseases.

Keywords: cGMP; M2mAChR; M3mAChR; PKG-II; NPR-GC-B; NOs GC.

REGULACION POR LOS RECEPTORES MUSCARiNICOS DE LOS NIVELES
INTRACELULARES DE GMPC EN EL MUSCULO LISO DE LAS VIAS AEREAS

RESUMEN

En esta revision se presentan evidencias experimentales que relacionan al
GMPc con la activacion muscarinica del muasculo liso de las vias aéreas, elemen-
to esencial en la broncoconstriccion y en la remodelacion descrita tanto en el
asma bronquial como en la enfermedad obstructiva cronica (COPD ).

En efecto, durante la activaciébn muscarinica se observan dos senales del
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GMPc una a los 20 segundos y otra a los 60 segundos, las
cuales son el producto de 2 diferentes tipos de receptores
muscarinicos asociados con dos diferentes guanililciclasas.

Esta nanomaquinaria esté regulada en forma opuesta
por receptores muscarinicos , en forma tal que hay un
receptor muscarinico tipo M3 acoplado a una proteina G
Gq16 para activar al complejo NPR-GC-B y un receptor
muscarinico de tipo M2 acoplado a una Go/1 para inhibir
este complejo NPR-GC-B.

Aan mas, el receptor M3 es desensibilizado por dimeri-
zacion inducida por fosforilacion a través de una PKG-
II., ademas una nueva fosfodiesterasa PDE1A acoplada
al receptor muscarinico M2 con lo cual se finaliza esta
cascada de transduccién de sefiales inducidas por el GMPc.
Ladisfuncion de estas cascadas que involucran a los M2 y
M3, implicadas en el asma y en COPD, pudieran ser objeto
del uso de nuevas drogas en estas dos patologias humanas.

Palabras clave: Guanosin monofosfato ciclico (cGMP);
Receptor muscarinico tipo 2 (M2mAChR); Receptor mus-
carinico tipo 3 (M3mAChR); Protein quinasa tipo II (PKG-II);
una guanil-ciclasa tipo B sensible al Péptido natriurético
(NPR-GC-B); Guanil-ciclasa sensible a 6xido nitrico (NO)

INTRODUCTION

The airway smooth muscle tone is mainly regulated
by the dominant neuronal pathway under the para-
sympathetic nervous system control. Acetylcholine
(Ach) is released under cholinergic stimulation being
the predominant parasympathetic neurotransmitter;
acting as an autocrine or paracrine hormone in the
airways. The role of Ach in the regulation of broncho-
motortone (bronchoconstriction) and mucus secretion
from airway submucosal glands in the respiratory
tract is well established (Belmonte, 2005; Van der
Velden & Hulsmann, 1999). Muscarinic activation of
Airway smooth muscle (ASM) is of major importance
to the physiological and patho-physiological actions
of acetylcholine, which induces bronchoconstriction,
airway smooth muscle thickening, may promoting
airway inflammation and remodelling, including
airway smooth muscle thickening and the modula-
tion of cytokine and chemokine production by these
cells inflammatory (Belmonte, 2005), which may
contribute to the pathogenesis and pathophysiology
of asthma as reported (Gosens et al., 2006; Racke &
Matthiesen, 2004; Racke et al., 2006).

Neurogenic source of ACh has been related to
the vagal nerve endings and the Non-neurogenic
source of ACh is produced by the non-neuronal cells

and tissues, particularly inflammatory cells and the
airway epithelium as reported (Proskocil et al., 2004;
Wessler & Kirkpatrick, 2001; Wessler & Kirkpatrick,
2008). Acetylcholine derived from the vagal nerve
and from non-neuronal origins such as the airway
epithelium acting on muscarinic receptors (mAChRs)
anchored at the airway smooth muscle sarcolemma
are involved in the generation of a number of signal
transducing cascades allowing the activation of the
smooth muscle machinery (Challiss et al.,, 1993).
These mAChRs, which are members of the so called
G protein-coupled receptors (GPCR) family, which
are cell surface receptors, that activate intracellular
responses by coupling G proteins to specific effec-
tors (Oldham & Hamm, 2008; Kostenis et al., 1999).
Molecular cloning studies have revealed the existence
of five mammalian subtypes of muscarinic receptors
(m1-mb5) (Caulfield, 1993). Airway smooth muscle
expresses mMRNAs coding for both m2 and m3
receptors (Maeda et al., 1988) being identified using
pharmacological ligand binding studies as a mixed
population of M2 and M3 subtypes roughly in a 4:1
ratio (Lucchesi et al., 1990; Eglen et al., 1996). It is
relevant that the M2 subtype is the most abundant
mAchR in airway smooth muscle plasma membranes
as reported (Lucchesi et al., 1990; Roffel et al., 1988;
Misle et al., 1994; Misle et al., 2001).

M3mAChR represents a primary target of acetyl-
choline in the airways, which is involved in the
regulation of bronchoconstriction (Meurs et al., 1988;
Roffeletal., 1988; Eglen et al., 1996; Misle et al., 2001).
Classically, M3mAChRs in ASM are coupled to phos-
pholipase C (PLC)/protein kinase C (PKC) pathway via
pertussis toxin (PTX)-insensitive G proteins of the
Gqg/11 family. The contractile response evoked by
M3mAChRs stimulation is attributed to the formation
of inositol trisphosphate (IP3), the subsequent release
of Ca2+ from intracellular stores, the additional influx
of extracellular calcium, and the Ca2+-sensitizing
effect of PKC (Grandordy et al., 1986; Meurs et al.,
1988; Roffel et. al 1990a; Roffel et al., 1990b).

The stimulation of M2 muscarinic receptors
(M2mAChRs) in ASM inhibits adenylyl cyclase via
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activation of PTX-sensitive G proteins of the Gi/o
family in (Jones et al.,, 1987; Sankary et al., 1988)
and therefore M2mAChRs are thought to counteract
relaxation and potentiate smooth muscle contraction
(Fernandes et al., 1992). Experimental evidence has
been provided that M2mAChRs participate directly in
ASM contraction. In this sense, it has been shown
that M2mAChRs stimulate Gi/o proteins to released
By dimer, which inhibit the Large Conductance Ca2+-
activated K+ Channel Activity (BK channels), Zhou
et al.,, 2008. The inhibition of BK channel activity
favors contraction of ASM and these BK channels
are opposed to the M2mAChR-mediated depolariza-
tion and activation of calcium channels by restricting
excitation—contraction coupling to more negative
voltage ranges (Semenov et al., 2011).

In addition, the influence of M2mAChRs to modu-
late the relaxant effects of atrial natriuretic peptide
(ANP) has been reported. Thus, the stimulation of
MZ2mAChRs suppresses ANP-induced activation of
particulate guanylyl cyclase via a PTX-sensitive G
protein (Nakahara et al., 2002).

In this review, we address the generation of second
messengers as cGMP, which is linked to some of the
signal transducing cascades activated by M3mAChRs
and MZ2mAChR, at intact Bovine ASM (BASM) strips.
Thus, the muscarinic activation of airway smooth
muscle (ASM) fragments associated with smooth
muscle contraction, displays a kinetic behavior that
involves the generation of two cGMP signals, at 20-s
and 60-s (Guerra de Gonzalez et al., 1999) as shown
in Figure 1. Thus, the generation of these two signal
cGMP are mediated by an M2mAChR coupled to PTX
sensitive G-protein inducing the transient trans-
location of NO-sensitive soluble guanylylcyclases
(NO-sGC) (Placeres-Uray et al.,, 2010a) from ASM
cytoplasm to the sarcolemma to produce the 20 s
signal. In the other hand, an M3mAChR coupled to
a Gql6 protein acting on the plasma membrane-
spanning Natriuretic peptide Receptor Guanylyl
Cyclases type B (NPR-GC-B) (Lippo de Bécemberg et
al., 1995; Alfonzo et al., 1998a; Alfonzo et al., 1998b;
Borges et al., 2001; Alfonzo et al., 2006; Bruges et al.,

2007) to be responsible of the 60 s signal. In addi-
tion, both (NO-sGC) and (NPR-GC-B) were evaluated
in a broken cell system as plasma membranes frac-
tions isolated from Bovine ASM. These cGMP signal
cascades were ended by two ways, one, this second
messenger activates a negative feedback mecha-
nism involving a PKG-II-dependent phosphorylation
to specifically desensitize M3mAChR (Alfonzo et
al.,, 2013; Alfonzo et al., 2015) the main receptor,
involves in ASM contraction. Moreover, to degrade
these cGMP signals, a novel mechanism of activation
of a PDETA-coupled to M2mAChR (Alfonzo et al.,
2015) is discussed. To establish, the functional rele-
vant of these M2mAChR/NO-sGC and M3mAChR/
NPR-GC-B cascades, an additional approach, using
Airway Smooth Muscles Cells (ASMC) in culture was

40

pmoles cGMP/mg protein

0 20 40 ] 80

100
Time (seconds)

Figure 1.

Time course of cGMP signals induced by muscarinic- agonist- Cch at
BASM in the presence of ODQ. Bovine airway smooth muscle (BASM)
strips were pre-incubated for 30 min at 37°C with 100 nM 0DQ a
selective inhibitor of NO-sGC (m) or without ODQ (o). After this time,
Cch (1x10-5M) was added and samples were removed at each specific
times and processed to determine cGMP as described (Guerra de
Gonzalez et al., 1999). The cGMP and total cellular protein determina-
tions were carried out by triplicate. Each value is the mean * SE of 4
different BASM preparations. Taken and modified from (Guerra de
Gonzélez et al., 1999).
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performed. This approach allows a new insight into
the role of M2mAChR as anti-proliferative agent in
ASMC (Placeres-Uray et al., 2013). Furthermore,
the functional roles of mAChRs linked GC systems
(M2mAChR/NO-sGC and M3mAChR/NPR-GC-B)
were evaluated in ASMC in culture obtained from an
asthma experimental model using OVA-sensitized
rats. In these experiments, an imbalance in these GC
activities expressed as a depressed NO-sGC activity
(Placeres-Uray et al., 2010b) and an hyperstimulation
of the M3mAChR/NPR-GC was found (Placeres-Uray
etal., 2011).

1.1. THE M2MACHR/ GI/0 PROTEIN /NO-SGC
SIGNAL CASCADE.

Until now, the muscarinic activation of BASM is
unique biological system described that involves the
generation of two cGMP signals as second messen-
gers (Guerra de Gonzalez et al., 1999; Borges et al.,
2001). Interestingly, the 20-s cGMP signal is linked to
the onset and the 60s cGMP signal is related to the
“plateau” of the airway smooth muscle contraction
(Guerra de Gonzalez et al., 1999). This 20-s signal is
also associated with the NO-sGC activity (Placeres-
Uray et al., 2010a) and the second, the 60-s signal,
is linked to the activation of a membrane-bound
NPR-GC (Lippo de Bécemberg et al., 1995; Alfonzo et
al., 1998a;

Alfonzo et al., 1998b; Borges et al., 2001; Alfonzo
et al., 2006; Bruges et al 2007), which has been
previously characterized at BASM. The details of the
activation of an NO-sGC, generating the early 20-s
cGMP signal, presents in the plasma membrane of
BASM, has been previously reported (Placeres-Uray et
al., 2010a) and further analyzed in this review.

The NO-sGCs are stimulated by a primary and best-
studied endogenous activator, which is nitric oxide
(NO). The NO-sGC is a heterodimeric hemoprotein
formed by two different subunits, a- and B-subunits,
which exist in four types (a1, a2, B1, and f2), each ones
being the product of a separate gene (Sharina et al.,
2000). Structurally, each subunit consists of N-termi-

nal H-NOX domain, a central domain related to the
dimerization, and a C-terminal consensus nucleo-
tide catalytic cyclase domain (Wedel et al.,, 1995;
Derbyshire & Marletta, 2012). For the formation of a
catalytically active enzyme, both a- and B-subunits
are required (Buechler et al., 1991). Although the a1p1
isoform is ubiquitous, the a2f1 isoform is less broadly
distributed (Buechler et al., 1991; Wedel et al., 1995;
Derbyshire & Marletta 2012). The best-characterized
heterodimers are the a1/B1 and the a2/B1 isoforms
(Wagner et al., 2005) being the first ones, relevant in
ASM (Placeres-Uray et al., 2010a). At molecular level,
His-105 at the amino terminus of the B1 subunit of
NO-sGC is the axial ligand of the penta-coordinated
reduced iron center of heme, which is required for NO
activation (Russwurn et al., 2013).

The first 20-s cGMP signal is a product of NO-sGC
linked to M2mAChR coupled to G-proteins sensitive
to PTX, which was established with several experi-
mental approaches, as biochemical, pharmacological
and molecular biology methods. This statement is
supported by the following experimental evidences
(Placeres-Uray et al.,, 2010a). Thus, in intact ASM
strips exposed, to muscarinic agonist (Cch), the
isolated plasma membranes fractions from these Cch
exposed ASM strips displayed increments in the GC
activity at 20s and the 60s. Interestingly, at 20s, there
is a peak of GC activity being stimulated in several
fold by a NO releasing compound as SNP, but the 60s
GC peak was not affected by SNP as shown in Figure
2. These GC activities increments at 20 and 60s coin-
cide, with the two cGMP signals, reported at BASM
strips, under agonist exposure (see Figure 1) (Guerra
de Gonzalez et al., 1999).

Additionally, in these plasma membranes isolated
from BASM showed that the NO-sGC heterodimer
involved is the alp1. The Western blotting analysis
with specific antibodies against all subunits of NO-sGC
demonstrate that under muscarinic activation, the
alB1NO-sGC-heterodimer isoform is translocated
from cytoplasm to plasma membranes of BASM are
shown in Figure 3. The NO-sGC activities have been
also described at plasma membrane from cardiomyo-
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cytes (Agull6 et al., 2005) and neurons (Bidmon et al.,
2006). Moreover, it has been reported that the a2p2
isoform of NO-sGCs at plasma membrane site, may
provide a localized pool of cGMP (Agullé et al., 2005;
Bellingham & Evans, 2007), which seems to be in
similar trend postulated in this review.

experimental findings

Furthermore. these
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Figure 2

Time-course of guanylyl cyclase activities in plasma membrane frac-
tions isolated from BASM strips under muscarinic agonist exposure.
Isolated BASM strips were incubated in the presence and absence of
muscarinic agonist Cch for 70 s (Placeres-Uray et al., 2010a). After
each 10 s, the BASM strips were removed and immediately frozen

in liquid N2 and processed to prepare plasma membranes fraction
(Gonzalez de Alfonzo et al., 1996). In these membrane fractions, GC
assays as cGMP determinations were performed in duplicate as
described (Lippo de Bécemberg, 1995). Empty symbols represent
basal GC activities. Full symbols represent GC activities in the presence
of 100 pM SNP. Basal (o), muscarinic agonist [Cch 1 x 10-5 M] (o),
basal plus SNP (A), and Cch + SNP (m). Each value is the mean of three
different BASM strips. Taken from (Placeres-Uray et al., 2010a).

exhibited in Figure 3 revealed, an interesting fact,
which involved the formation of the transient active
alpl dimer. It can be seen, after muscarinic agonist
exposure, that al subunits are present, all the time,
at the plasma membrane, but, the 1 subunit is only
present at 20s to form the active alfl dimer. The
transient formation of alfl NO-sGC mechanism can
explain the existence of the first 20s cGMP signal
observed in intact BASM strips under muscarinic

stimulation as shown in Figure 1.

These experiments were also supported by a series
of additional reconstituted experiments using isolated
plasma membranes fractions and concentrated
cytosol fractions from Bovine ASM (Placeres-Uray et
al., 2010a). In these reconstituted experiments, there
is a muscarinic agonist-dependent “incorporation”
of NO-sGC to plasma membranes fragments being
sensitive to PTX involving a Go/Gi heterotrimeric
proteins as previously demonstrated (Placeres-Uray
et al., 2010a). Thus, the 1-sGC subunit of the a1p1 is
translocated from cytoplasm to the inner face of the
airway smooth muscle sarcolemma under muscarinic
activation. Since the capability of this al1p1-sGC to
migrate to plasma membranes under muscarinic
activation, a purification procedure and further
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Figure 3.

Western blotting analysis of a.131 NO-sGC-subunits at plasma mem-
branes from BASM under muscarinic activation (Alfonzo et al., 2013).
Identification of a.1/31 sGC heterodimer at plasma membrane frac-
tions isolated from BTSM strips under muscarinic agonist exposure.
Isolated BASM strips were incubated in KRB at 37°C in the presence of
muscarinic agonist CC (1 x10-5 M) during 0, 20 s and 60 s. The samples
were immediately frozen and pulverized with a mortar in liquid
nitrogen, following the protocols described to isolate plasma mem-
branes fraction (Gonzélez de Alfonzo et al., 1996). These membranes
sediments were run in 12% PAGE-SDS, transferred to nitrocellulose
membranes, and probed with specific antibodies against the a1, a2,
(Panel A) B1 and B2 (Panel B) of NO-sGC subunits.
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identification of this al1B1-sGC heterodimer was also
performed (Placeres-Uray et al., 2010a). In summary,
all
rationale that first 20s cGMP signal is a product of a

these experimental evidences support the
novel signaling cascade involving M2mAChR coupled
to Go/i protein, which facilitates the transient forma-
tion of the alB1-sGC isoform by migration of the B1
subunit from cytoplasm to the BASM sarcolemma.
All these experimental evidences support a model for
a novel signal transducing cascade integrates by the
MZ2mAChR, Gi/o, and the al1p1 heterodimer of sGC as

illustrated in Figure 4.

A. Basal B. Muscarinic Agonist 20s

. .\.T:.-\('hﬂ

Plasma membrane
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Figure 4.

Model for the novel signal transducing cascade forms by a M2mAChR,
Gi/o, and the a1p1 of NO-sGC heterodimer in mammalian cells.
Proposed model for a novel signal transducing cascade in mamma-
lian cells involving three distinct molecular entities: M2mAChR, Gi/o
protein, and heterodimer of 0,131 of NO-sGC. (A) Basal condition: The
M2mAChHR and Gi/o proteins and the a1 subunit of the 0 131NO-sGC
hetero-dimer is located at the plasma membrane bilayer while the

B1 subunit of the hetero-dimer a.131NO-sGC is located at the cyto-
plasm of ASM. (B) Under muscarinic exposure, the agonist (Cch) binds
at the extracellular domains of M2mAChR causing the activation of
M2mAChR. This induces conformational changes at the M2mAChR
cytoplasm domains stimulating a PTX-sensitive G protein (Gi/o0), which
may facilitate the migration of 31 subunit and transient activation of the
0181 heterodimer NO-sGC resulting in a fast rise in cGMP production,
which is related to the 20s cGMP signal generated during the mus-
carinic activation of airway smooth muscle cell (Guerra de Gonzalez et
al,, 1999).

1.2. THE M3MACHR/GQ16NPR-GC-B SIGNAL
CASCADE.

The signal transducing cascade involving the
macromolecular complex formed by M3mAChR/
NPR-GC-B, is responsible for the 60s cGMP signal.

This signal cascade was identified at ASM, using
biochemical (Lippo de Bécemberg et al., 1995;
Alfonzo et al., 1998a; Alfonzo et al., 1998b; Borges et
al., 2001; Alfonzo et al., 2006; Bruges et al., 2007) and
2001).
The NPR-GC-B is a membrane-spanning homodimer

molecular biology approaches (Borges et al.,

form, which contains an extracellular ligand-binding,
trans-membrane, kinase homology, dimerization and
carboxyl-terminal catalytic domains (Koller et al.,
1991; Alfonzo et al., 2006). NPR-GC-B is activated by
CNP, which exists in 22 and 53 amino acid forms that
are structurally similar to ANP and BNP (Suga et al.,
1992). NPR-GC-B is abundantly expressed in brain,
lung, bone, heart and ovary tissue (Nagase et al., 1997).
NPR-GC-B contains three intramolecular disulfide
bonds and is highly glycosylated on asparagine resi-
dues. Moreover, NPR-GC-B is highly phosphorylated
and dephosphorylation is associated with receptor
inhibition (Potter & Hunter, 1998).

Furthermore, this form, the NPR-GC-B described
in BASM, as a novel G-protein coupled NPR-GC-
B (Lippo de Bécemberg et al., 1995; Alfonzo et al.,
1998a), which is present in plasma membranes frac-
tions from this smooth muscle subtype (Lippo de
Bécemberg et al., 1995; Alfonzo et al., 1998a). This
G protein-coupled NPR-GC-B is located in plasma
membranes from BASM shows complex kinetics
and regulation. NPR-GC-B is activated by natriuretic
peptides (CNP-53>ANP-28) at the ligand extracellular
domain, stimulated by Gqg-protein activators, such
as mastoparan, and inhibited by Gi-chloride sensi-
tive, interacting at the juxtamembrane domain. The
kinase homology domain was evaluated by the ATP
inhibition of Mn2+-activated NPR-GC-B, which
was partially reversed by mastoparan. The catalytic
domain was studied by kinetics of Mn2+/Mg2+ and
GTP, and the catalytic effect with GTP analogues.
These results indicate that NPR-GC-B is a highly
regulated nano-machinery with domains acting
at cross-talk points with other signal transducing
cascades initiated by G protein-coupled receptors
and affected by intracellular ligands such as chloride,
Mn?2+, Mg2+, ATP and GTP. Moreover, this NPR-GC-B
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from BASM is regulated, in an opposite way by two
MAChKRs signaling cascades, acting the M2mAChR
as an inhibitor and the M3mAChRs as an activator of
this NPR-GC-B (Bruges et al., 2007). This novel signal
transducing system forms by M3mAChR, a Gql6
being sensitive by mastoparans to activate NPR-GC-B
(Alfonzo et al., 2006; Bruges et al., 2007) is illustrated
as a model in Figure 5.

Mastoparans are tetradecapeptides isolated from
wasp venom (Hirai et al.,, 1979; Higashijima et al.,
1988), and they are well known as G-protein activators
(Higashijima et al., 1990; Shpakov & Pertseva, 2006).
These peptides inhibited, in a selective manner, the
BASM contraction induced by muscarinic agonist
as carbamycholine (Cch) (Hassan-Soto et al., 2012).
Interestingly, the biological responses of classic
ASM spasmogens as 5-HT (Shi et al., 2007a), was not
affected and a potent contractions were displayed
(Hassan-Soto et al., 2012).

MNPR-GC

Mastoparan

GTP cGMP + PP,

Figure 5.

Schematic model of signal cascade involving M3mAChR/Gq16/NPR-
GC-B at ASM. This model is composed of three separate and different
molecular entities, M3mAChR, a GPCR seven transmembrane receptor,
a heterotrimeric G protein and homodimeric NPR-GC (cGMP producing
enzyme) as the effector. The drawings do not take into account the
actual structural biology (molecular mass) of these entities; it is a
scheme to suggest the flow of information in this signal transducing
cascade, which is indicated by the dashed lines. Thus, a muscarinic
agonist (ACh) binds at extracellullar domains of M3mAChR inducing a
conformational change at the cytoplasmic i3M3mAChR domain, which
stimulates the Gqo.168y, releasing active subunits that interact with
NPR-GC-B. Mastoparan and its active analogues may interfere at the
interactions between i3M3mAChR domain and the Gqa.16By protein.
Taken from (Alfonzo et al., 2006).

These findings can be explained since this
bioactive amine has been claimed to exert their
physiological effects on ASM through specific
GPCRs. These receptors are the 5-HT2A, which
induced activation of the Gqg/11 protein and its
downstream effector phospholipase C (PLC) leading
to intracellular phosphatidylinositol turnover and
CaZ+mobilization (Shi et al., 2007b). These Gq/11
proteins are mastoparan-insensitive ones. The last
facts can explain the mastoparan-insensitivity of the
serotoninergic transducing cascades at ASM. Further-
more, our results demonstrated that mastoparan
inhibits selectively the muscarinic activation without
altering other spasmogens transducing cascades
at ASM. These experimental results indicate that
the most like candidates implicated in mastoparan
effects are the heterotrimeric G-proteins coupled to
these MAChRs. This mastoparan inhibition on BASM
muscarinic activation is mediated through G-proteins
altering the generation of the two GMPc signals at 20
s and 60 s under muscarinic agonist exposure (Guerra
de Gonzalez et al., 1999). Mastoparan (50 nM) induced
a potent inhibition of these cGMP signals, as shown in
Figure 6, that is correlated with a significant reduction
on the contractile maximal responses as described
(Hassan-Soto et al.,, 2012). After mastoparan pre-
incubation, the kinetics of cGMP intracellular levels
at BASM following the muscarinic agonist exposure
were evaluated. Interestingly, the first cGMP signal
(20s) decreased in more than 60% and the second
signal peak (60s) completely vanished. The signifi-
cant reduction of 20s cGMP signal peak, which
appears at the onset of the ASM contraction, may
be explained by the effects of mastoparan on the the
MZ2mAChR/ Go/i protein /NO-sGC signal cascade as
above discussed. The dramatic disappearance of the
second peak of cGMP (60s) is correlated to the abla-
tion of the muscarinic-dependent ASM contraction.
This 60s signal is product of NPR-GC-B (Higashijima
et al., 1988; Higashijima et al., 1990; Alfonzo et al.,
1998) linked to Gql16 protein activation in isolated
BASM plasma membranes fraction (Higashijima et
al., 1988) indicates that the signal cascade involving
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M3mAChR/Gq16/NPR-GC-B is essential for the ASM
contractions.

20
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Figure 6.

Mastoparan effect on the time course of cGMP signal peaks induced
by muscarinic agonist. BASM strips were assayed as described (Suga
et al., 1992). Pre-incubation for 10 min with 50nM mastoparan (o)
was performed and Control experiments ( A) without drugs. After
this time, muscarinic agonist Cch (1x 10-5M) was added and the ASM
strips were removed and specific times and processed to determine
cGMP as described (Alfonzo et al., 2006). Each value is the X * SEM of
four different BASM preparations, and the cGMP determinations were
carried out in triplicate. Statistically significant differences between
the Control with respect to mastoparan as indicated with asterisk (*)
p<0.05) and (**) p<0.001).

1.3. THE M3AMACHR ACTIVITY IS REGULATED
BY THE CGMP VIA PKG-II.

MAChRs are able to induce cGMP signals at
BASM as above discussed. The possible existence
of a cGMP regulatory feedback mechanism on the
MAChHR activity in the plasma membranes fractions
from BASM was studied. To explore this possibility,
plasma membranes fraction was employed, as a
simpler and reliable biological system, to evaluate the
direct effect of cGMP on the M3/M2mAChRs at the
plasma membranes instead of intact ASM or isolated
cells, which are a more complicated systems due
the plethora of regulatory mechanisms associated
with ¢cGMP, as an intracellular second messenger, in

a number of physiological functions (Hamad et al.,
2003).

The working hypothesis was that muscarinic
agonist binds to MAchR inducing its stimulation,
which may provoke, some molecular events to guaran-
tee, the activation/termination of these transduction
cascades. Plasma membrane possesses some molecu-
lar mechanisms for the generation of ¢cGMP linked
to activation of MAChRs as above-mentioned. By
contrast, to end this muscarinic activation, a MAchR
desensitization, via protein phoshorylation has
been also described (Hosey et al., 1995; Krupnick &
Benovic, 1998; Luo et al 2008).

GPCR

processes regulate the functional coupling between

phosphorylation-dephosphorylation

membrane receptors and G-proteins. Two classes
of muscarinic phosphorylations have been reported
being the first ones, the G-protein coupled recep-
tor kinases (GRKs) and the G-protein independent
kinases phosphorylation. These phosphorylation-
dephosphorylation processess of MAChRs change
the affinity of this receptor for agonists and antago-
nists. Thus, muscarinic receptor phosphorylation
has being reported by GRKs (Hosey et al., 1995;
Debburman et al., 1995; Willets et al., 2001), inducing
receptor desensitization, which is initiated by the
phosphorylation of serine/threonine residues, which
promotes uncoupling the receptor from G protein and
terminating signaling (Hosey et al., 1995; Krupnick &
Benovic, 1998; Luo et al., 2008). Cyclic GMP can affect
the MACHR activities at plasma membrane using the
[BH]QONB binding activity (Alfonzo et al., 2013). Thus,
cGMP, via PKG-II phosphorylates the M3mAChR at
plasma membranes from BASM. This PKG-phospho-
rylation affects its functionality, which is expressed
by an increment in the Bmax for [3H] QNB binding
activity and displaying a positive cooperativity close
to 2.0 for such binding suggesting a M3mAChR dimer
formation as shown in Figure 7. Furthermore, a cGMP-
dependent [32P]-phosphorylation was specific for the
M3mAChR using immuno-precipitation assays with
anti-M3mAChR (Alfonzoetal.,2015). This novel cGMP
biological effect is mediated through the activation of
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a cGMP-dependent protein kinase (PKG-II) anchored
to the plasma membranes fractions from BASM and
its existence was also demonstrated (Alfonzo et al.,
2013). This [32P]-membrane labeling was affected by
muscarinic agonists such as Cch displaying agonist-
dependent phospho/dephosphorylation reactions.
Conversely, 4-DAMP, a selective M3mAChR antago-
nist, inhibited both the basal and cGMP-dependent
membrane protein [32P]-phosphorylations (Alfonzo et
al., 2015) supporting the involvement of an unknown
PPase. This last possibility is also strengthen by the
fact that okadaic acid (OKA), (a protein phosphatase
-PPase inhibitor) induced a faster [3BH]JQNB binding,
strengthening the involvement of a membrane-bound
PPase (Alfonzo et al., 2013). It has been claimed that
M3mAChR dephosphorylation regulates the receptor
interactions with G proteins (Wu et al., 2000). The
muscarinic receptor signaling regulator, named SET
is a PPase 2A inhibitor, which binds to the C-terminal
of the i3-loop- M3mAChR (Simon et al., 2006; Simon
et al., 2012) decreasing receptor engagement with G
proteins. A recent study indicates that the binding
site of both SET and PP2A on M3mAChR occurs
at the i3-loop (474ITKRKRMS LIKEKKAAQ490).
SET specifically binds to the site 476KRKR479
in close vicinity to a domain 484KEKKAAQ490
involved in G protein coupling and activation (Wu
et al., 2000; Schmidt et al., 2003) and the domain
480MSLIKEKK485, is the putative phosphorylation
site on PKG-II. Thus, this last domain contains the
S481, which is located between these two relevant
regulatory binding sites, suggesting an important
biological function for this PKG-II action.

It is well established that the M3mAChR activa-
tion, is the main molecular event, to initiate the ASM
contraction. In this sense, to finish the muscarinic
activation of ASM, the M3mAChR must be the
molecular entity to be knock-off. Thus, the involve-
ment of PKG-II as a cGMP-dependent M3mAChR
phosphorylation, is a novel mechanism, presents in
ASM cells, to guarantee a feedback control of cGMP
on M3mAChR activation. This post-translational
reversible modification at M3mAChRs may act

as a feedback mechanism to terminate the cGMP
dependent muscarinic signal transduction cascades
at the sarcolemma of BASM as shown and explained
in Figure 7.

A) Cyclic GMP production ) PRG-I dependent M, AChE dinverization process
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Figure 7.

Cyclic GMP induced a PKG-Il dependent M3 AChR dimerization and
desensitization Proposed model of molecular regulation of M3mAChR
induced by PKG-Il phosphorylation at plasma membrane from BASM.
All molecular components are membrane associated entities. (A)
Muscarinic agonist (Acetylcholine) binds to M3mAChR and activates the
heterotrimeric Gq16, which stimulates the NPR-GC-B and increases
the cGMP production. (B) Cyclic GMP activates the membrane-bound
PKG-Il and produces the M3mAChR phosphorylation inducing a confor-
mation changes to promote the formation of a M3mAChR dimer, which
stabilizes or “freezes” the M3mAChR population, in a “refractory state”
to agonist activation, and prone to antagonist binding, which helps to
understand the molecular mechanisms of muscarinic antagonist drug
action.

1.4. THE M2MACHR LINKED TO A PDE1A
ACTS AS A CGMP SIGNAL ENDING CASCADE.
MAChRSs are involved in the rise/decline of cAMP/
cGMP levels in ASM (Kamm & Stull, 1989). In isolated
BASM strips, a non-selective muscarinic antagonist
such as atropine, significantly increased the cGMP
and cAMP intracellular levels, in a function of time,
being the maximal effects at 15 min, decreasing at
longer times, to basal levels in the case of cGMP and
remaining higher for cAMP (Mastromatteo-Alberga et
al., 2016). This effect was similar to the ones produced
by vinpocetine, a specific PDE1 inhibitor (Hagiwara
et al., 1984) as shown in Figure 8. The atropine and
vinpocetine effects on the cyclic nucleotides (cCAMP
and cGMP) intracellular levels might be mediated by
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theinhibition of acyclicnucleotide phosphodiesterase
(Cyclic PDE-1) in BASM as postulated (Mastromatteo-
Alberga et al., 2016). Initially, the existence of an
CaZ2+/CaM dependent PDE1 (CaM-PDE) in intact
BASM was demonstrated using an induced cyclic
nucleotides accumulation produced by atropine
followed by KClI depolarization of BASM strips (Perez
& Sanderson, 2005), which produced a fast decline
in both cyclic nucleotides levels as the result of
CaM-PDE1 activation (Mastromatteo-Alberga et al.,
2016). The PDEs are enzymes that hydrolyze cyclic
nucleotides (cGMP, cAMP) to the inactive linear form
(5-GMP, 5-AMP), thereby regulating both the duration
and the amplitude of cyclic nucleotide signaling. It is
possible that KCI induces membrane depolarization
and initiates a Ca2+ influx, through the opening of
L-type CaZ+channels located at BASM sarcolemma
increasing the [CaZ+]i and the active CaM levels (Perez
& Sanderson, 2005) producing the activation of the
BASM contraction machinery (Simon et al., 2006) and
the PDE1s (Sharma et al., 1980; Charbonneau, 1990).
It has been reported that ASM exhibits Ca2+/CaM
dependent PDE1s (CaM-PDE 1) that hydrolyze cAMP
and cGMP with equal capacity (Beavo, 1988; Torphy &
Cieslinski, 1990; Shahid et al., 1991). This is the main
reason to consider this PDE 1 family as the target of
atropine and vinpocetine actions because both drugs
increased the cAMP and cGMP levels as discussed.
CaM-PDEs are mediators between the CaZ2+and
cyclic nucleotides second messenger allowing cyclic
nucleotide-dependent processes to be regulated by
[Ca2+]i (Beavo, 1995) PDE1 family has three genes
(PDE1A, PDE1B, and PDE1C) (Beavo, 1995; Sonnenburg
et al., 1995). This PDE1 from BASM was identified as a
vinpocetine and atropine-sensitive PDE being located
at plasma membranes of this smooth muscle subtype
(Mastromatteo-Alberga et al., 2016). At this plasma
membrane fraction, the muscarinic receptor involves,
in this muscarinic antagonist inhibition, was identi-
fied as an M2mAChR (Misle el al., 1994; Misle et al.,
2001) as shown in Figure 9. This PDE1 was inhibited
by muscarinic antagonists acting on M2mAChRs at
the sarcolemma from BASM (Mastromatteo-Alberga

et al, 2016). Thus, methoctramine (M2mAChR
selective antagonist) (Michel & Whiting, 1988) was
more effective than 4-DAMP (an M3mAChR selec-
tive antagonist) (Michel et al., 1989) inhibiting this
membrane-bound PDE1A. The inhibitory concentra-
tion IC50 for methoctramine, ( IC50 = - 8.12 + 0.21)
and for 4-DAMP, (IC50= - 6.68 + 0.13). This pharma-
cological profile belongs to an M2ZmAChR (Misle et al.,
1994). ASM displays a mixed population of M2 and M3
subtypes (Eglen et al., 1996) being the M2 subtype, the
most abundant at BASM (Misle et al., 1994; Misle et
al., 2001). In addition, the isolation and purification of
this plasma membrane-bound PDE1 was characterized
as a vinpocetine-inhibited and CaM-stimulated PDE
activity (Sharma et al., 1980) with MW of 58 kDa and
identified by Western blotting as PDE1A as described
(Mastromatteo-Alberga et al., 2016).

pmoles of cyclic nucleotide/mg protein

30

Time (min)

Figure 8.

The time course of vinpocetine and atropine on the cyclic nucleotides
levels at BASM. Bovine ASM were incubated at different times in

the presence of 20 uM vinpocetine (m,®) and 10 puM atropine (o,0) as
described (Mastromatteo-Alberga et al., 2016). The squares symbols
denote cAMP and the circles symbols are the cGMP tissue levels.
Each value is the mean % S.E.M. of three different BASM preparations
and the cyclic nucleotides were determined by triplicate. Taken from
(Mastromatteo-Alberga et al., 2016).
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It is well established that M2mAChRs participate
directly in ASM contraction, via Gi/o proteins (Jones et
al., 1987; Sankary et al., 1988; Fernandes et al., 1992;
Nakahara et al., 2002; Zhou et al., 2008; Semenov
et al., 2011; Placeres-Uray et al., 2010a). However,
our experimental data provided by the muscarinic-
antagonistsinhibition of PDE1A at plasma membranes
from BASM, which took place in the absence of GTP
or analogs, suggesting a direct coupling mechanism
between M2mAChR and this PDETA (Mastromatteo-
Alberga et al., 2016). In this sense, a direct coupling
mechanism between the M2AChR and the target
enzyme has been demonstrated for other GPCR, as
a direct interaction between the M3mAChR, and its
effector enzyme PLC B3 (Kan et al., 2014). All these
experimental evidences support a model for the
interaction of M2mAChR and PDETA illustrated in
Figure 10.

Insummary, we provideevidencethat the molecular
signal transducing functional machinery named

10

PDE activity as
pmoles ¢cGMP/min/mg protein

log (M)
Muscarinic antagonist

Figure 9.

Effect of muscarinic antagonists on the PDE1 activity at plasma
membranes fraction. Plasma membranes from BASM (20-30 ug
membranes protein) fractions were incubated with [3H] cGMP as PDE
substrate as described (Mastromatteo-Alberga et al., 2016). A dose
titration curve of muscarinic antagonists such as methoctramine (o)
and 4-DAMP (A ) were performed. Data are the mean * SE of three (3)
different plasma membranes from BASM preparations. Taken from
(Mastromatteo-Alberga et al., 2016).

Inverse Agonist
(atropine)

FDE - 1A

[Cal"] CaM —2
c:MP
cAMP

Figure 10.

A model of a novel transducing cascade integrated by an M2mAChRs
and the PDE1A. This model of a signal transducing pathway of the
airway smooth muscle (ASM) proposes that muscarinic agents
(antagonists) acting as “inverse agonists” bind to the M2mAChR located
to ASM sarcolemma, which induces the inhibition of a plasma mem-
brane-bound PDE1A, which is vinpocetine-inhibited and CaM stimu-
lated enzyme. This last PDE1A inhibition can increase the cGMP/cAMP
intracellular levels, inducing ASM relaxation.

“signalosomes”, one comprising by M3mAChRs, NPR-
GC-B, PKG-II and the second ones, the M2mAChRs
linked to cGMP-PDE 1A, which are located at the
plasma membrane of BASM (Mastromatteo-Alberga
et al., 20106).

1.5. M2MACHR ACTS AN ANTI-MITOGENIC
RECEPTOR IN RAT AIRWAY SMOOTH CELLS
IN CULTURE.

The airway structural changes play an impor-
in the
hyperresponsiveness presents in asthma. Further-

tant role development of the airway
more, the remodeling of the airways is a relevant
process in asthma, being the most important feature
the hyperplasia (proliferation) of smooth muscle
(Gosens et al., 2007; Kistemaker et al., 2012). The
role of these MAChRs and their signal transducing
cascades in airway smooth cell proliferation studies
were performed in rat ASMC. Initially, we explored
the effect of muscarinic agonist, carbamylcholine
(Cch) on cell proliferation as described (Placeres-Uray
et al., 2010a). Fetal Bovine Serum (FBS) increased
rat ASMC proliferation, being significant at 48 and
72 hr as shown in Figure 11. However, muscarinic
agonist Cch, in a dose dependent manner, decreases
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the ASMC proliferation induced by 10% FBS (Figure
11). Thus, a dose dependent inhibitory effect on
ASMC proliferation by Cch was significant at 48 and
72 hrs. Proliferation inhibition was not due to death
cell because ASMC viability (90-95%) in presence of
Cch was confirmed with blue dye exclusion method
(Placeres-Uray et al., 2010Db).

Trying to understand this novel finding on the
ability of muscarinic agonist (Cch) to exhibit anti-
proliferative properties especially at high mitogen
concentration (10% FBS); the identification of the
mAChHR involves in this inhibitory effect was relevant.
Thus, a pharmacological approach was performed

1.4
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}l | 4 48hFBS
-k 72hFBS
E 10-
&
"T +*
e
a 0.8 i-l '
2 - W ¥ %
=] | *%
S 0.6 I
515
3 I
=]
£ |&
ﬁﬂA- % |
o §,|
0.24 S |
0.0 I | T T T T
0 ] & -5 -3
log (Ceh) M
Figure 11.

Rat ASMC proliferation responses to muscarinic agonist [Cch] concen-
trations. ASMC (1 x 103 cells/well) were cultured in 96 wells plates
with increasing concentration of muscarinic agonist Cch in medium
without FBS during 48 (o), 72 (A), and 10% FBS, during 48 (m),y 72 (A)
hrs. Cell proliferation was determined using a colorimetric method
(MTS-PMS), measuring 0.D at A = 492 nm. Data are the mean * SE of

n = 6 experiments for triplicate. Mitogen responses at 48 and 72 h by
10% FBS vs. basal was significant (*) p < 0.05. The inhibitory effect of
Cch (-7,-5,-3) vs 0 Cch was significant (**) p < 0.05.

using selective muscarinic antagonists, such as
4-DAMP (for M3mAChR) and AF-DX-116-DS (for
M2mAChR). It was found, this anti-mitogenic Cch
effect was reversed, in a dose dependent manner,
by the selective muscarinic antagonists as AF-DX-
116 (M2mAChR antagonist) (Gosens et al., 2004),
which was more efficient than 4-DAMP (M3mAChR
antagonist) (Michel et al., 1989) to reverse this novel
Cch inhibition activity as shown in Figure 12. The
proliferative stimulatory responses displayed by
muscarinic antagonists reversed significantly the
anti-mitogenic Cch (1x10-5M) action (p < 0.05). Thus,
the log IC50 + SE for AFDX-116-DS =-9.40 + 0.37 and
4-DAMP=-7.11 +0.71 were estimated. The difference
between these log IC50 values is more than 2 orders
of magnitude, that support a pharmacological profile
of AFDX 116 > > 4-DAMP, which clearly belongs to an
MZ2mAChR (Misle et al., 1994; Misle et al., 2001).

In normal rat ASMC, the exposure to 10% FBS,
produces a mitogen-induced proliferation, which was
inhibited by muscarinic agonist, via an M2mAChR as
above discussed. It is well known that asthma and
COPD exhibit an “inflammatory environment”, rich in
ASMC mytogens (Barnes, 2008). Interestingly, it has
been reported that in murine (BALB/c mice) models of
chronic asthma, sensitized and challenged to ovalbu-
min, the expression of the M3mAChR was inhibited
and M2mAChR was elevated by the administration
of tiotropium bromide (Kang et al., 2012). It is well
known that anticholinergic drug (tiotropium bromide)
(Kang et al., 2012; Busse et al.,, 2016),which selec-
tively antagonizes the M3mAChR subtype, could be
beneficial in attenuating airway remodeling in chronic
asthma. These findings on the ability of M2mAChR
to be an anti-mitogenic receptor, can explain these
experimental findings of tiotropium bromide (Kang et
al., 2012) and open new avenues for drug design to
treat these chronic inflammatory respiratory diseases
such as asthma and COPD (Kang et al., 2012; Busse et
al., 2016; Kang et al 2012).

The molecular mechanisms involved in these
M2mAChR
unknown. However, the involvement of M2mAChR,

novel anti-proliferative effects are
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in molecular mechanisms, related to cell growth or
regression has been claimed (Nicke et al., 1999).

It has been demonstrated that the activation of
M2mAChHR inhibits cell growth and survival in human

1.4

1.2 S

Cell proliferation O.D. (A=492 nm)

B 10°% FBS+Cch
1 5 10% FBS
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Figure 12.

Effect of selective muscarinic antagonists AF-DX-116 (M2mAChR)

and 4-DAMP (M3mAChR) on normal ASMC proliferation. Rat ASMC

(1 x 103 cells/well) were cultured in 96 wells plates for 72 hrs and
expose to increasing concentrations of AF-DX-116 and 4-DAMP on the
anti-proliferative effect induced by Cch (1x10-5 M), in presence of 10%
FBS. Cell proliferation was determined using a colorimetric method
(MTS-PMS), measuring 0.D at > = 492 nm. (n = 5, for triplicate). The
muscarinic antagonists stimulatory proliferative responses were sig-
nificant (*) p < 0.05 against the anti-proliferative Cch (1x10-5 M). (**) p <
0.05 for the Cch inhibition vs 10% FBS proliferation activity.

glioblastoma cancer stem cells. (Alessandrini et al.,
2015). In urothelial bladder cancer cells similar find-
ings have been reported (Pacini et al.,, 2014). This
muscarinic agonist inhibition mechanism of ASMC
proliferation may be the result of the cGMP/PKG acti-
vation cascade signaling pathways (Gilotti et al., 2014).
It is our interest the cGMP/PKG transducing cascade,
in BASM. It is known that muscarinic agonists (Cch)
rise the cGMP levels generating two cGMP signals,
the first (20s) as a product of M2mAChR /NO-sGC

coupling mechanism described (Guerra de Gonzalez et
al., 1999). This NO-sGC is an enzymehighly expressed
in the lungs (Papapetropoulos et al., 2006). Howeyver,
it has been claimed that excessive NO production
that occurs in asthma induces a down-regulation of
NO-sGC (Placeres-Uray et al., 2010b; Papapetropou-
los et al.,, 2006). The second signal cGMP (60s), is
produced, via the M3mAChR /Gq16 protein/NPR-GC-
B cascade (Lippo de Bécemberg et al., 1995; Alfonzo
et al 1998a; Alfonzo et al 1998b; Borges et al., 2001;
Alfonzo et al., 2006; Bruges et al., 2007). Thus, the
M2mAChR/Go/i /NO-sGC and the M3mAChR /Gq16
protein/NPR-GC-B cascades produce cGMP, which
can activate the cyclic GMP-dependent protein phos-
phokinases (PKG), which can exist as two isoenzymes
termed PKG-I and PKG-II (Lohmann et al., 1997;
Francis et al., 2010). These PKGs can phosphorylate
transcription factors associated with inhibition of
gene expression that promote cell cycle, also induce
increment of proteins that leads cell cycle arrest as
p21Cipl1/Waf1 converting the PKG, as an anticancer
promising signal cascades (Cen et al., 2008). In this
sense, it has been claimed that PDE5 inhibitors, that
increased the cGMP levels, have anticancer activities
express as anti-proliferative mechanisms in multiple
carcinomas. Thus, these compounds reduced the
protein expression of cyclin D1, while p21 protein
expression was increased. Furthermore, it has been
found that PKG IB being responsible for the anti-
proliferative effects (Ren et al., 2014).

It is possible that these signal cascades may be
involved in this anti-mitogenic effect of M2mAChR.
Actually, the specific molecular mechanisms linked
to the anti-mitogenic M2mAChR responses are under
intense research.

1.6. THE M2MACHR/NOSGC CASCADE IS DE-
PRESSED WHILE M3MACHR/NPR-GC-B CAS-
CADE IS ENHANCED IN RAT ASTHMA MODEL.
It has been claimed that a dysfunction of the
MACHhHR signal transducing cascades has been implied
in the pathophysiological mechanisms of asthma
(Gosens et al., 2004; Racke & Matthiesen, 2004;
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Belmonte, 2005; Gosens et al., 2006; Gosens et al.,
2007; Kistemaker et al., 2012) and Chronic Obstruc-
tive Pulmonary Disease (COPD) (Racke & Matthiesen,
2004; Gosens et al., 2006). The pathophysiological
relevance of the signal transducing cascades here
described as the MZmAChR/NOsGC and the
M3mAChR/NPR-GC-B, were evaluated in ASMC from
a murine (rat) chronic asthma model (Vanacker et al.,
2001). This is a murine experimental model of aller-
gic asthma, is induced by long exposure to ovalbumin
(OVA), which mimics several of the central hall-
marks of human bronchial asthma including airway
hyperresponsiveness and immune cell lung infiltra-
tion (Vanacker et al., 2001).

The muscarinic receptor (M3mAChR/MZ2mAChRs)
expression levels in ASM determined by radioligand
binding were not significantly different from normal
and asthmatic patients or animal asthma models.
These facts conduce to evaluate the guanylylcylases
activities linked to these receptors, by the cGMP
production, which may relevant to ASMC prolifera-
tion. Accordingly, the NOsGC linked to M2mAChR
and the NPR-GC-B associated to M3mAChR were
determined, in CD rat ASMC from CONTROL and
a murine experimental model of allergic asthma
induced by long exposure to ovalbumin (OVA).

Cultured Airway Smooth Muscle Cells (ASMC)
from CONTROL and OVA-CD rats were used to
determine the cGMP production under the exposure
to muscarinic agonists (Cch) (Alfonzo et al., 1998a;
Alfonzo et al.,, 1998b; Guerra de Gonzalez et al.,
1999; Bruges et al., 2007), an inhibitor of NO-sGC
(ODQ) (Wedel et al., 1995; Placeres-Uray et al., 2010b;
Placeres-Uray et al., 2011; Derbyshire & Marletta,
2012; Russwurm et al., 2013) and the natriuretic
peptide (CNP) to stimulate the NPR-GC-B (Koller et
al., 1991; Borges et al.,, 2001; Alfonzo et al., 2006;
Bruges et al 2007).

It can be seen in Figure 13 that OVA-ASMC showed
low basal cGMP production compared to CONTROL
ASMC as previously reported (Placeres-Uray et al.,
2010b). Thus, these basal GC activities were, more
than 50% sensitive to ODQ, indicating that NO-sGCs

are present in these ASMC. It has been reported
that the bronchoconstriction observed in asthma
is accompanied by changes in NO-sGC activity
possibly due to substantial reduced sGC expression
reflected in decrease the steady state levels of sGC
subunit mRNAs and protein level expression, as
found in intact lung tissue from OVA-sensitized mice
(Papapetropoulos et al., 2006).

The muscarinic agonist (Cch) increased the
cGMP intracellular levels in all ASMC, which were
also inhibited more than 50% by ODQ. Specifically,
in the OVA-ASMC, CCh increased 3.5 fold the GC
activity being 1.5 fold in the CONTROL-ASMC. These
results in ASMC confirmed all previous experimen-
tal findings on the ability of muscarinic agonists to
increase the cGMP intracellular levels as reported in
isolated ASM strips (Katsuki & Murad, 1977; Guerra
de Gonzalez et al., 1999). Interestingly, CNP (activator
of NPR-GC-B) stimulate (> 2 fold) the GC activity in
CONTROL ASMC while in the OVA ASMC was > 3.0
fold. However, ODQ potentiated the CNP activation
in the OVA-ASMC suggesting that NO-sGC may regu-
late the NPR-GC-B.

A relevant finding in this work was that CNP and
Cch act synergistically, and this combination displays
the maximal GC activity in cultured ASMC. Thus, this
synergistic effect was more significant (> 6.0 fold) on
the OVA-ASMC. In addition, ODQ inhibited this CNP
plus CCh effect, in about 25% (NO-sGC), in both cells
types (Figure 13). One possible explanation for this
synergistic effect is related to the property of the
G-protein coupled NPRGC-B nano-machine described
in BASM, that possess an intracellular domain named
as the G-protein regulatory module (GPRM) (Alfonzo
et al. 2006), in which, molecular components or
events coming from the M3mAChR/Gql6 activated
cascade by muscarinic agonist (Cch), can potentiate
or facilitate the CNP activation of the NPR-GC-B,
which occurs at the extracellular domain (Koller et al.,
1991; Suga et al., 1992; Borges et al., 2001; Alfonzo et
al., 2006; Brown et al., 2013).

Due to the important finding that the Cch and CNP
act synergistically, the M3mAChR/G-protein/NPR-
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It can be seen in Figure 14 that the CNP stimulated Figure 14.

GC activity was more than 3 times in OVA-ASMC and Figure 14. M3AChR/NPR-GC-B activity in ASMCs from CONTROL and
OVA-sensitized rats. The ASMCs were incubated for 15 min in the

1.5 times in Control-ASMC indicating that NPR-GC- . .cence of IBMX (100 yM) and Cch (1x10-5M), CNP (1x10-7M) and
B was present in Control and OVA-ASMC, which are Mastoparan (MAST) (1x10-7M) and different combinations. The cGMP
produced was estimated in duplicate using a radioimmunoassay kit

. . 3 from GE/Amersham. Each value is the mean + of 5 different experi-
preparations from ASM cells (Llppo de Bécemberg ments. In both groups, the number of cell culture plates was obtained

et al., 1995; Alfonzo et al., 1998b; Alfonzo et al., forapool of 5 rats. The statistical significance between CONTROL
versus OVA was established as p <0.05 (*).

similar behavior described in plasma membranes

2006). The muscarinic agonist (Cch) increased in 1.3
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mediates airway smooth muscle (ASM) contraction
primarily the activation of M3mAChRs (Roffel et al.,
1988; Eglen et al., 1996; Misle et al., 2001; Belmonte,
2005; Gosens et al., 2006; Brown et al., 2013).

Taking together all these results indicate that
the ASMC from OVA-sensitized rats express a
reduced NO-sGC activity and a hyperstimulation of
M3mAChR/Gq16/NPR-GC-B cascade. The imbalance
between these two signal transducing cascade, one
of them regulated by M3mAChR/Gql6/NPR-GC-B
cascade can contribute to airway hyperreactivity to
muscarinic agonists and it might be implicated in
the Ach linked hyperplastic and remodeling smooth
muscle responses present in asthma and COPD
(Kistemaker & Gosens, 2015).
this
pharmacological and therapeutical approaches for the

Consequently, work ~ opens = new
treatment of these chronic respiratory diseases, such

as asthma and COPD, in which, the ASM is involved.

CONCLUSION

This review discussed the recent experimental
findings about the role of muscarinic receptors and
in regulating the function of cGMP at ASM, in normal
and “pathological” conditions as asthma. The popula-
tion ratio of M2mAChRs/ M3mAChRs at ASM is 4:1.
This fact may help to understand the existence of
three “muscarinic signal transducing signalosomes”:
comprised by M3mAChR/Gql6/NPR-GC-B;
PKG-II located in the plasma membrane of ASM and
the second ones formed by M2mAChRs, NO-sGC and
transient location at the plasma membrane of ASM and
the third, the novel M2mAChRs coupled to PDETA.
These three signalosomes regulate a “sarcolemma-
associated cGMP pool” (Caulfield, 1993; Challis et al.,
1993 ; Kostenis et al., 1999; Wessler & Kirkpatrick,
2001; Proskocil et al., 2004; Oldham & Hamm, 2008;
Wessler & Kirkpatrick, 2008) as second messenger,

One

which streams down to activate a membrane-bound
PKG-II, which then phosphorylates the M3mAChR at
the i3-loop extending from Thr450-Q490, inducing
the desensitization of this M3mAChR subtype, in
a feedback mechanism at plasma membrane level

(Lucchesi et al., 1990). The M3mAChHR, a prototypic
class A GPCR, which preferentially couples to the
family of G proteins, is involved in numerous impor-
tant physiological functions in ASM. Interestingly,
M3mAChR in ASM, is involved in the cholinergic
tone, which contributes to airflow obstruction and
chronic airway inflammation in asthma and COPD.
It is known that anticholinergics are effective bron-
chodilators by blocking this M3mAChR subtype but
also increased the expression of M2ZmAChR (Shi et al.,
2007a).

In the other hand, the M2Z2mAChRs, NO-sGC
“muscarinic signal transducing signalosome is
involved in the generation of cGMP signal at the
plasma membrane level, which is independent of the
presence of NO, classic activator of this NO-sGC.
Moreover, M2mAChRs is linked to two novel signal
transducing signalosomes, one involves the direct
coupling of this receptor subtype to a PDE1A, to
hydrolyze the cGMP, and in this way to end this
second messenger. The last one, is an unknown anti-
mitogenic signal cascade that connect M2mAChRs
to the nuclear machinery probably the regulation of
the intracellular signaling pathways: 1) The cGMP/
PKG activation cascade, and 2) MAPK activation:
p38 MAPK and JNK cascade to control the nuclear
machinery by blocking the cell cycle and in this
way, act as anti-mitogenic in the ASM cells, which is
relevant process in the airway remodeling presents in
asthma and COPD. The molecular components of the
last signal cascade are unknown.

Thus, the M3mAChR

and M2mAChRs work at the molecular level is of

understanding, how
considerable relevance for designing novel classes of
drugs that can modulate M3mAChR and M2mAChR
functions, which may be significant for therapeutic
purposes in pathological conditions such as asthma
and COPD.
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LIST OF ABBREVIATIONS

ASM: Airway Smooth Muscle, ODQ:(1H-[1,
2,4] COPD:
Chronic Obstructive Pulmonary Disease, M3mAChR:

Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one),

muscarinic receptor subtype 3, and MZmAChR:
muscarinic receptor subtype 2, PDE: Cyclic nucleo-
tide phosphodiesterase, cGMP: cyclic Guanosine
monophosphate, PKG: cGMP dependent protein
NPR-GC: Natriuretic Peptide
guanylyl cyclase type B, NO-sGC NO sensitive soluble

kinase, sensitive

guanylyl cyclase, Cch Carbamylcholine, GPCR G
protein coupled receptor, Gql6 Heterotrimeric Gql6
protein.
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Venezuela, con una poblacion de 31.8 millones de habitantes y un territorio
dividido en 24 estados, vive una Emergencia Humanitaria Compleja desde el afio
2015 sin precedentes en el pais. Con un perfil de gran escala, por sus multiples
factores y amplia desestructuracion en los planos institucionales, juridicos, politi-
cos, sociales y econémicos, la emergencia tiene efectos devastadores en la vida y el
bienestar de toda la poblacion. En el derecho a la salud, sus impactos se han mate- -
rializado en la destruccion de un sistema sanitario publico ya deteriorado, causando
graves dafios a la salud de millones de personas, la reapariciéon y propagacion de
epidemias erradicadas décadas atras y miles de muertes en creciente ascenso.

Emergencia por Danos a la Salud y la Vida

Al menos 60% de la asistencia mé-
dica disponible en 2011 se perdi6
entre 2012 y 2017; prestada por
servicios de salud publicos al 82% de
la poblacién usuaria.

El riesgo de fallecer en un hospital
publico es bastante alto, causando
extrema vulnerabilidad a las personas
por la precariedad de las condiciones
de atencion.

En 66% subio la escala de muertes
maternas y en 30% las infantiles de
2015 a 2016. Siguen en ascenso hasta
2018, con los agravantes de la desnu-
tricién y las epidemias.

De 23.000 a 3.500 descendio el
numero de personas atendidas en
instituciones psiquiatricas publicas y
las que estan no disponen de comida
ni de medicinas.

19 millones de personas con las con-

diciones de salud de mayor prevalen-

cia, incidencia y mortalidad no tienen

garantias de acceso a diagnosticos ni
a tratamientos.

406.000 casos de malaria, gener6 la
epidemia en 2017, con 280 muertes
en 2016. Se esperan 700.000 nuevos
casos y 1.500 muertes al finalizar
2018 por debilidad de programas
antipalidicos.

10.952 nuevos casos de Tuberculosis
ocurrieron en 2017, intensificandose
en las carceles debido a las condi-
ciones inhumanas de hacinamiento y
desnutricién de la poblacion reclusa.

9.362 suman los casos de Difteria y
Sarampion en 2018 con 230 muertes.
Estas epidemias ya se extienden a
todo el pais por desplazamientos
internos y bajas coberturas de vacu-
nacion.

¢Qué es una Emergencia Humanitaria Compleja?

300 mil personas Trasplantadas,
con Hemofilia, Cancer, Parkinson,
Esclerosis, y otras personas con
condiciones cronicas graves, fueron
privadas de medicamentos desde
2016.

140.000 personas con cancer y mas
de 300.000 con condiciones cardiacas
severas han visto reducidas sus posi-
bilidades de sobrevivir por ausencia
de diagnostico, tratamiento y cirugia.

79.000 personas con VIH dejaron de
recibir antirretrovirales desde 2017 y
el namero de defunciones aumento
de 1.800 en 2014 a posiblemente mas
de 5.000 en los ultimos afios.

2.500 de 15.000 personas que se
dializan, la mayoria con problemas
renales, fallecieron entre 2017 y 2018
por las fallas, contaminacion, déficit
y cierre de las unidades de dialisis.

Naciones Unidas la define como "una crisis humanitaria en un pais, regién o sociedad en la que hay una total o

considerable ruptura de la autoridad, como resultado de un conflicto interno o externo, y que requiere una respuesta
internacional que va mas all4 del mandato o capacidad de un solo organismo y/o el programa de pais de las Naciones
Unidas en curso" (IASC, 1994). Dar respuesta a una EHC implica usar marcos y mecanismos de proteccion inter-
nacional en forma simultanea, dado que sus exigencias humanitarias son multifacéticas, hay un gran nimero de
personas en vulnerabilidad extrema y diversos factores actiian en combinacién, produciendo una amplia y severa
destruccion de las capacidades internas de un pais para garantizar los derechos de asistencia y proteccion de toda la
poblacion, incluyendo restricciones al cumplimiento de obligaciones internacionales.
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e Al menos 60% de la asistencia médica disponible en 2011 se perdi6 entre 2012 y 2017, prestada por servicios de
salud publicos al 82% de la poblacion usuaria. De 27 millones de personas censadas en 2011, 56% pudo ir a un servicio
médico; 6,7 millones (45%) iba a hospitales pablicos, 1,5 millones (10%) a hospitales y ambulatorios de la seguridad social
y 3,5 millones (23%) a centros privados. Ademas, 5,5 millones (37%) iba a consultorios y centros de atenciéon primaria de
Barrio Adentro y 4,4 millones (29%) a los ambulatorios de la red publica . Segtn el censo, los servicios de salud publicos
recibian 82% de la demanda de asistencia médica. Entre 2012 y 2015, la proporcién de camas ocupadas en los hospitales
publicos cay6 40% vy, entre 2014 y 2015, la cantidad de personas atendidas a diario en consultas, emergencias y partos se
redujo 58%, de acuerdo con las Gltimas estadisticas de rendimiento publicadas por el Ministerio de Salud en su Memoria
y Cuenta . Ademas, segan ENCOVI 2017, Barrio Adentro perdié 96% de sus beneficiarios entre 2015 y 2017 . Ese afio, el
unico hospital publico del estado Amazonas estaba en cierre técnico .

e El riesgo de fallecer en un hospital publico es bastante alto, causando extrema vulnerabilidad a las personas por
la precariedad de las condiciones de atencion. La mayor parte de los establecimientos de salud publicos presentan serio
deterioro de sus plantas fisicas, no cuentan con suficiente personal y materiales de limpieza, una adecuada disposicién
y traslado de residuos ni suministro regular de agua. Estas condiciones generan frecuentes problemas de saneamiento
que favorecen infecciones intrahospitalarias y 50% de los hospitales con servicios complejos no tienen laboratorios de
bacteriologia para identificar las causas . Entre 2017 y 2018, fallecieron 11 nifios y adolescentes que se dializaban en el
Hospital Infantil ].M. de los Rios por una infeccion bacteriana en los tanques de agua y filtros de las unidades . Entre 2016
y 2018, también fallecieron 147 nifnos y ninas por la bacteria Serratia Marcescens en el Hospital Pediatrico Dr. Agustin
Zubillaga del estado Lara . De igual modo, entre diciembre de 2017 y febrero de 2018, se denunci6 la muerte de 112 recién
nacidos en la Maternidad Santa Ana de Caracas por bacteria Klebsiella Pneumoniae .

e En 66% subi6 la escala de muertes maternas y en 30% las infantiles de 2015 a 2016. Siguen en ascenso hasta
2018, con los agravantes de la desnutricion y las epidemias. La muerte asociada a la atencion del embarazo y del nacimien-
to, han escalado en Venezuela por la caida de los servicios de salud publicos, la desnutricién y las epidemias. La tasa de
embarazo adolescente, en 95 por 1.000 mujeres, es la mayor de América Latina . Entre 2015 y 2016, las muertes maternas
crecieron en 66%, alcanzando una tasa de mortalidad de 140 embarazadas por 100.000 nacidos vivos, y siguieron ascen-
diendo durante 2017 y 2018. Las muertes infantiles, mas de 60% neonatales, subieron en 30% (8.812 a 11.466) con una
tasa de 19,0 fallecidos por 10.000 nacidos vivos . En la ENCOVI 2017, 25.000 embarazadas nunca habian recibido control
prenatal y 15.000 sélo a partir del octavo mes . Hasta agosto de 2018, 48% de las embazadas en parroquias pobres tenia
algun grado de desnutricion y 21% desnutricion severa, segun Caritas. En 2017, 117 embarazadas del estado Bolivar
perdieron la vida por complicaciones a causa de la malaria ; en 2018, 10 embarazadas de 690 mujeres indigenas con
malaria en el estado Amazonas también fallecieron .

e 18,7 millones de personas con las condiciones de salud de mayor prevalencia, incidencia y mortalidad no tienen
garantias de acceso a diagnosticos ni a tratamientos. La denegacién de medicinas y de atencién médica en los servicios
de salud publicos unido a una extrema pobreza e inseguridad alimentaria, han incrementado y cambiado los patrones
de enfermedad, discapacidad y mortalidad en Venezuela. Desde hace 3 afios, 18,7 millones de personas - entre ellas, 7,4
millones de personas hipertensas y 2,4 millones con diabetes, segin estudios recientes , ademas de 6 millones con infec-
ciones respiratorias agudas (42% menores de 5 afios) y 2,2, millones que sufren de diarreas (39% menores de 5 afios) que
report6 el Ministerio de la Salud hasta 2016; y mas de 400.000 con malaria, asi como 300.000 con condiciones crénicas
graves- no tienen garantias de acceso a diagnosticos ni a tratamientos. Hasta agosto de 2018, se
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e 300 mil personas Trasplantadas, con Hemofilia, Cancer, Parkinson, Esclerosis, y otras personas con condiciones
cronicas graves, fueron privadas de medicamentos desde 2016. Unas 74.000 personas con condiciones cronicas graves
recibian medicamentos de alto costo en 58 farmacias de la seguridad social y unas 300.000 en total podian conseguir y
comprar otras medicinas en farmacias privadas. A raiz de severos recortes de importaciones, en 2016 se suspendieron las
compras de medicamentos de alto costo, sin otra alternativa, y se agotaron las medicinas en las farmacias, privando a las
personas de sus tratamientos . Hasta 2018, 3.000 personas trasplantadas dejaron de recibir inmunosupresores y, como
consecuencia, 96 personas sufrieron rechazo de sus érganos y 12 fallecieron ; a 5.000 personas con hemofilia se negaron
factores de coagulacion para prevenir el sangrado y la artropatia hemofilica y, por esta razon, fallecieron 43 personas y
270 se encuentran en riesgo de morir; 33.000 personas con Parkinson perdieron sus medicamentos, causandoles terri-
bles sufrimientos que van desde la pérdida de equilibrio hasta una rigidez total que puede provocar la muerte; también
8.000 mujeres con Cancer de Mama, 13.000 con Linfoma, 2.700 con Esclerosis multiple, 200 con Hipertensién Pulmonar,
entre otras, han sufrido danos a su salud y corren peligro de perder la vida .

e 140.000 personas con cancer y mas de 300.000 con condiciones cardiacas severas han visto reducidas sus posibi-
lidades de sobrevivir por ausencia de diagnostico, tratamiento y cirugia. En los casos de personas con cancer y problemas
cardiovasculares, principales causas de muerte en el pais, la esperanza de vida es muy baja. Los centros oncolégicos
no garantizan quimioterapia a 140.000 personas con cancer; ya no hay radioterapias y las cirugias disminuyeron 50%
. Tampoco se cuenta con equipos de mamografia, tomégrafos, aceleradores lineales y bombas de cobalto, entre otros.
Igualmente, para mas de 300.000 personas con condiciones cardiacas severas , 78% de los centros publicos de referencia
no estan en capacidad de atender una emergencia. Segin la Sociedad Venezolana de Cardiologia, 39% no puede hacer
un electrocardiograma, ninguno realiza examenes en caso de infarto y 88% tampoco examenes sanguineos de cualquier
tipo; 68% no tiene las medicinas indicadas ni efecttia cateterismos; 93% no hace angioplastias y 92% carece de aspirinas
. Al menos 4 servicios de cirugia cardiovascular han cerrado , no existen suficientes dispositivos de electro-estimulacion,
especialistas ni insumos para una cirugia cardiovascular adecuada .

e Mas de 79 mil personas con VIH dejaron de recibir antirretrovirales desde 2017 y el nimero de defunciones
aumento de 1.800 en 2014 a posiblemente mas de 5.000 en los tltimos afios. En Venezuela se estiman 154.000 perso-
nas con VIH, aunque no existen estudios de prevalencia e incidencia de coberturas significativas. La falta de acceso a
pruebas diagnosticas y de seguimiento, preservativos y formulas lacteas para madres con VIH, ha persistido en la Gltima
década. Las comunidades Warao de Delta Amacuro corren riesgo de ser diezmadas por una veloz epidemia de VIH . Hasta
2017, 79.400 personas con VIH estaban inscritas en el Programa Nacional de Sida del Ministerio de la Salud para recibir
tratamiento antirretroviral (TAR) . Desde 2016 , el acceso a los TAR bajé de forma alarmante hasta casi desaparecer en
2017 y 2018 al interrumpirse las compras internacionales. En 2018, fueron retiradas 10.000 personas inscritas por posi-
bles defunciones o migracion . Las muertes pasaron de 1.800 en 2014 a 2.400 en 2015, aumentando 33%, y posiblemente
escalaron a mas de 5.000 en los afios 2017 y 2018 por el incremento de personas hospitalizadas, muertes por SIDA y otras
enfermedades oportunistas, reportadas por ONG y servicios de salud en VIH .

e 2500 de 15.000 personas que se dializan, la mayoria con problemas renales, fallecieron entre 2017 y 2018 por
las fallas, contaminacion, déficit y cierre de las unidades de dialisis. En Venezuela, 15.000 personas se dializan con una
frecuencia de 4 horas 3 veces a la semana para sobrevivir. El namero de personas en dialisis crece por la alta incidencia
de la diabetes, hipertension y otras condiciones que causan insuficiencia renal. Desde 2015, existia un alto déficit de
unidades y se habia acentuado la falla de las maquinas, la escasez de insumos y la falta de cirujanos vasculares . La diali-
sis se convirti6 en la tinica opcién de sobrevivencia, dado que la donacién y trasplante de érganos fue mermando hasta
paralizarse en 2017. En febrero de 2018, 32 unidades de dialisis de las 129 disponibles, cerraron por dos semanas de
forma simultanea en 13 estados del pais, a causa del agotamiento severo de insumos . Entre mayo y septiembre no ceso la
crisis por distintos motivos: escases de insumos, averia de 1.000 maquinas, rotura de tuberias de aguas cloacales, escasez
de agua, renuncias de personal de salud y cortes de luz, entre otros . A través de diversas denuncias se contabilizaron
2.500 personas fallecidas como consecuencia de esta grave situacion.
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e De 23.000 a 3.500 descendi6 el numero de personas atendidas en instituciones psiquiatricas publicas y las
que estan no disponen de comida ni de medicinas. Las politicas de salud mental han sido histoéricamente débiles en
Venezuela . Las personas con alguna condiciéon de salud mental (esquizofrenia, demencia, depresién y trastornos bipolar,
de ansiedad, de la personalidad, déficit de atencion, discapacidad intelectual y autismo) s6lo han dispuesto de atencion
publica en 11 hospitales del Ministerio de Salud y 68 casas de reposo de la seguridad social. Entre 2009 y 2013, las camas
descendieron 42% vy, entre 2013 y 2015, el nimero de personas atendidas bajé de 23.000 a 5.500, debido a los graves
problemas de infraestructura, escaso presupuesto y falta de medicinas . En 2016, la escasez de medicinas psicotropicas
alcanzaba 85%, generando alta probabilidad de discapacidad y mortalidad . En ENCOVI 2016, 63% de las personas con
estas condiciones no conseguia medicinas en farmacias . Los psiquiatras expresaban haber regresado a practicas supera-
das como amarrar o aislar en un cuarto sin ropa para evitar autoagresiones . En 2018, 3.500 personas debian desalojar los
centros por severos cuadros de desnutricion y episodios psicoticos .

e 406.000 casos de malaria, gener6 la epidemia en 2017, con 280 muertes en 2016. Se esperan 700.000 nuevos
casos y 1.500 muertes al finalizar 2018 por debilidad de programas antipaltdicos. Venezuela integra los 41 paises del
mundo con alta carga de malaria. En 2017, el pais acumulaba 34% de los casos de América Latina, ocupando el primer
lugar de incidencia. La OMS ha reconocido la emergencia y ha dispuesto apoyar a Venezuela junto a Nigeria, Sudan del
Sur y Yemen, con situacion similar . En 2017, los casos aumentaron 200%, pasando de 136.000 en 2015 a 406.289 en
2017 extendidos a 10 estados del pais por los desplazamientos de poblacién minera , escasez de medicamentos anti-
paltdicos y debilitamiento del control de vectores segiin OMS . En 2018, la OMS alert6 que Venezuela presentaba el
mayor incremento de casos del mundo debido a la drastica reduccién de las camparfias antipaltdicas . La malaria dejo de
estar en areas remotas para extenderse a zonas urbanas y peri-urbanas . Los especialistas estiman para 2018 al menos
700 mil casos vy, registros hasta abril de 2018 muestran la extension de la epidemia a todo el territorio nacional, pasando
a concentrar 60% de los casos de América Latina y generando posiblemente unas 1.500 muertes .

e 10.952 nuevos casos de Tuberculosis ocurrieron en 2017, intensificandose en las carceles debido a las condi-
ciones inhumanas de hacinamiento y desnutricion de la poblacion reclusa. Los casos de tuberculosis aumentaron 67%
entre 2011 y 2017, pasando de 6.552 a 10.952, segin OMS . Los datos publicados por el Ministerio de Salud arrastran un
subregistro mayor a 100% . El repunte de esta enfermedad es reflejo del empeoramiento de la seguridad alimentaria y de
las condiciones de vida de la poblacién, siendo mas vulnerables las personas con VIH, las personas reclusas y los pueblos
indigenas. De acuerdo con OMS, 60% de los casos en 2017 correspondia a personas con VIH; pero, entre 2011 y 2015,
se intensificaron en la poblacién carcelaria, aumentando 833% . Entre 2017 y el primer semestre de 2018, Una Ventana
a la Libertad registré un incremento de 18 a 54 personas reclusas fallecidas por tuberculosis, falta de atencién médica y
desnutricion en centros de detencién preventiva bajo custodia y responsabilidad del Estado, los cuales presentan condi-
ciones inhumanas con un hacinamiento de 300% y falta de alimentacion, salud e higiene personal. El peso de estos casos,
paso de 18% a 33%, en el total de defunciones registradas durante el periodo .

e 9.362 suman los casos de Difteria y Sarampion hasta 2018 con 230 muertes. Estas epidemias se extienden a todo
el pais por desplazamientos internos y bajas coberturas de vacunacion. En 2016 inici6é un brote de Difteria en los estados
Bolivar y Monagas, luego de dos décadas sin casos notificados . El personal de salud y las sociedades cientificas denun-
ciaron la reaparicion de la enfermedad y 17 defunciones infantiles en abril de 2016, que desestimaron las autoridades
nacionales y regionales. De septiembre de 2016 a agosto de 2018, la Difteria se transformé en epidemia, subiendo de 320
a 1.217 casos confirmados de 1.992 sospechosos y se extendio a 20 estados del pais con 168 personas fallecidas, en su
mayoria nifios y nifas . El primer caso de Sarampién se confirmé en 2017. Desde ese arfio hasta septiembre de 2018, los
casos aumentaron de 727 a 5.332 confirmados, sobre 7.370 sospechosos en total, en todos los estados del pais con 64
defunciones y una mayor incidencia en los estados Delta Amacuro, Distrito Capital y Amazonas . Las bajas coberturas
de vacunaciéon son su principal causa. En la ENCOVI 2017, 54% de los nifios no habia recibido la primera dosis contra
Sarampion y a 30% le faltaba las vacunas contra la Difteria .
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En el derecho a la salud, la Emergencia Humanitaria Compleja comprende impac-
tos de gran alcance en el menoscabo y destrucciéon de las capacidades sanitarias
nacionales. Entre estos impactos destacan, una institucionalidad sanitaria ausente, la
paralizacion y cierre operativo de la mayor parte de los servicios de atencién médica y
la denegacién prolongada de medicinas, vacunas e insumos sanitarios basicos para la
prevencion y tratamiento de enfermedades y lesiones, y la atencién de personas con
condiciones crénicas, desnutricion, embarazadas y recién nacidos, en un contexto de
grave inseguridad alimentaria, hundimiento econémico, 61% de extrema pobreza ,
alta incidencia de muertes violentas y colapso de los servicios basicos.
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Emergencia por Impactos en las Capacidades Sanitarias

55% del personal médico, 24% de
enfermeria y 30% de los bionalistas,

95% de las medicinas, insumos,
materia prima, equipos y repuestos

1,5% del PIB representa el gasto
publico en salud. Este gasto es 75%

en su mayoria de servicios de salud
publicos, renunciaron a sus puestos
de trabajo y migraron del pais.

A 64% asciende el déficit de camas
en Venezuela y, del total disponible,
40% esta fuera de servicio por dete-
rioro fisico, equipos danados, falta de
personal y de presupuesto.

71% de las emergencias en la mayoria
de los hospitales publicos del pais no
pueden prestar servicios de manera
regular, 22% dejo de funcionar y 53%
de los quiréfanos estan cerrados.

100% de los laboratorios presentan
fallas severas para realizar pruebas
diagnosticas y 69% de los bancos de
sangre no pueden garantizar tratami-
entos de transfusion seguros.

inferior al estandar mundial y el mas
bajo y regresivo de América Latina y
el Caribe en las tGltimas décadas.

El pago de insumos, medicinas y
examenes y 90% de paralizacion del
transporte publico agrava la inaccesi-
bilidad de la atencién en los servicios
de salud publicos.

79% de los hospitales no recibe agua
de manera regular y 33% no cuenta
con plantas para mantener la con-
tinuidad de energia eléctrica en caso
de ocurrir fallas.

El personal de salud, las personas
afectadas, los periodistas y defen-
sores afrontan practicas de intimi-
dacion, censura y represalia por de-
nunciar y ejercer la protesta pacifica.

en salud son importados. De 2012 a
2017, las importaciones cayeron 70%
sin prevision ni plan de contingencia.

A 93% bajo6 el consumo per capita
de medicamentos de 2014 a 2018,
por caida de produccién interna. La
escasez de medicinas en farmacias es
de 85% y en hospitales 88%.

Los sistemas de vigilancia epidemi-
olégica y ambiental han decaido,
aumentando los sub-registros y los
vacios de informacioén sobre la grave
situacion de salud.

Desde 2016 no se publica ninguna ci-
fra oficial sobre la situacion de salud
ni se rinde cuenta sobre el gasto ni
estado de los servicios sanitarios
publicos al parlamento nacional.

Un sistema sanitario publico deteriorado

En 1999, la Constituciéon (Articulos 83 y 84) establecié como obligacién del Estado garantizar el derecho a la salud,
como parte del derecho a la vida, creando un sistema publico nacional de salud bajo su rectoria y gestion, de caracter
intersectorial, descentralizado y participativo, integrado al sistema de seguridad social, y regido por los principios de
gratuidad, universalidad, integralidad, equidad, integracion social y solidaridad. A lo largo de dos décadas, por el contrario,
el Estado encaminé sus politicas al desmantelamiento institucional y debilitamiento del sistema sanitario ptblico, entre
las que destacan: a) la negativa a cumplir el mandato constitucional; b) el desfinanciamiento publico de la salud; c) el uso
de cuantiosos recursos para crear un sistema paralelo al institucional, prescindiendo de los profesionales y trabajadores
de la salud; d) 1a vulnerabilidad del sector salud por su alta dependencia de las importaciones a través un control abusivo
de las divisas; y €) la censura y ausencia de datos oficiales sobre las condiciones del sistema y la situacion de salud de la
poblacion.
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e 55% del personal médico, 24% de enfermeria y 30% de los bionalistas, en su mayoria de servicios de salud
publicos, renunciaron a sus puestos de trabajo y migraron del pais. Entre 2012 y 2017 migraron del pais 22.000 médicos
venezolanos, entre especialistas y residentes, cuya mayoria prestaba servicios en las areas de pediatria, medicina general,
emergencia y cirugia del sistema sanitario publico . Esta cifra representa una pérdida de al menos 55% del personal
médico capacitado sobre un total de 39.900 registrados por la OPS en 2014. El gobierno ha venido otorgando titulos
a mas de 20.000 médicos integrales comunitarios (MIC) y 12.000 médicos generales , sin haber cursado los programas
de formacién de las facultades de medicina ni hacer revalidas en las universidades publicas que acreditan a todos los
médicos en Venezuela. Tampoco se conocen los niveles de desercion. A las renuncias del personal médico se han sumado
las de 6.600 bionalistas (33% de 20.000 en total ) y de 6.030 enfermeras/os (24% de unos 24.500 segtiin OPS en 2014),
aumentando a 74% el déficit de 50% en personal de enfermeria que arrastraba el pais .

e 1,5% del PIB representa el gasto publico en salud. Este gasto es 75% inferior al estandar mundial y el mas bajo y
regresivo de América Latina y el Caribe en las altimas décadas. El gasto publico en salud de Venezuela representa 1,5%
del PIB. Este gasto es 75% inferior al 6% recomendado por la OMS y esta ubicado en el Gltimo lugar de América Latina y
el Caribe, a una distancia de 40,5% por debajo del 3,7% en promedio que destinan los paises de la region . Venezuela es
el tinico pais que retrocedié a menos de lo que gastaba en 1995, afio donde era 1,8% del PIB. La mayor caida de recursos
ocurrio entre los afios 2007 y 2014, periodo en el cual disminuyeron 40%, luego de haber alcanzado un maximo de 2,5%
del PIB en 2007 . La reduccién del presupuesto publico para la salud por tantos afios se ha hecho a expensas de mantener
altos niveles de “gasto de bolsillo” cargados al presupuesto de las familias. El pago por medicinas y servicios médicos
en 2014 fue 64,3% del gasto familiar en salud, siendo uno de los mas altos del mundo y el mayor de América Latina y el
Caribe, en 59% superior al promedio regional .

e 95% de las medicinas, insumos, materia prima, equipos y repuestos en salud son importados. De 2012 a 2017,
las importaciones cayeron 70% sin prevision ni plan de contingencia. Los cuantiosos recursos extraordinarios que recibio
Venezuela en divisas, bajo control del Estado desde 2003, se utilizaron para privilegiar las importaciones antes que la
produccién interna. En el sector salud, las importaciones alcanzaron 95% del abastecimiento en medicinas, insumos,
materias primas , equipos y repuestos. Estos niveles de importacién se mantuvieron a través de endeudamiento y, a partir
de 2010 el gobierno fue reduciendo la asignacién de divisas a las empresas importadoras, hasta detenerlas en el afio 2017,
dejando una elevada deuda sin cancelar . En 2018, 74,5% de estas empresas habia cerrado , asi como la mayoria de los
laboratorios internacionales . Entre 2012 y 2016, el recorte de divisas para importaciones del sector salud fue de 70% ,
precipitando una extensa y grave escasez sin ninguna prevision ni plan de contingencia. Entre 2016 y 2017 las importa-
ciones para bienes esenciales cayeron 37%, siendo salud el sector mas afectado .

e A 93% bajo el consumo per capita de medicamentos entre 2014 y 2018 por caida de la produccion interna. La
escasez de medicamentos en farmacias es de 85% y en hospitales de 88%. Entre los afios 2014 y 2018, el consumo de
medicinas bajo de 22 a 1,5 unidades per capita. Hasta 2018, las empresas de la industria farmacéutica nacional reportaban
una caida de la produccién interna de medicamentos entre 60% y 70%, debido a los excesivos recortes en la asignacion
de divisas para la compra de materia prima, 98% de la cual es importada , asi como la pérdida de aproximadamente 60%
de los trabajadores de la industria . Entre los afios 2016 y 2018, la red de farmacias privadas registré6 una escasez de
medicinas en sus anaqueles que oscil6 entre 80% a 85% . En 2016 cerraron 40 farmacias, en 2017 habian quebrado 125
y, en 2018, se esperaba el cierre de 100 mas . En los hospitales, la escasez de medicinas aument6 de 55% a 88% entre los
afios 2014 y 2018, de acuerdo con los datos proporcionados por la V Encuesta Nacional de Hospitales (ENH 2018 ). Entre
2016 y 2018, las politicas oficiales se han limitado a medidas de racionamiento en la distribucién de medicinas, cuyo
acceso esta sujeto a criterios y condiciones de caracter politico .
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e El pago de insumos, medicinas y examenes y 90% de paralizacion del transporte putblico agrava la inaccesibili-
dad de la atencion en los servicios de salud publicos. Debido a los bajos niveles de gasto publico en salud, la proteccion
financiera de la poblacién ante los costos sanitarios es muy débil en Venezuela. El porcentaje de poblacién sin seguro
médico alcanzé 68% en la ENCOVI 2017, cayendo 18 puntos en relacion con 2014 . Entre 2014 y 2016, la cobertura de
seguridad social se redujo 36%, bajando de 22% a 14%, y la de otros seguros publicos cay6 67% . En 2017, un estudio
de Ipys Venezuela en 22 salas de urgencia de los mayores centros publicos del pais, confirmé que todas las medicinas e
insumos eran compradas por los familiares . Durante un afio de hiperinflacién, los costos de las medicinas, desde los mas
basicos como analgésicos, hipertensivos y antibi6ticos, y los precios de examenes, vacunas y anticonceptivos, ademas de
escasos, son inaccesibles para la mayoria de la poblacién . A ello se suma la crisis de transporte publico, dado que 90%
de las unidades se encuentra paralizada en todo el pais , afectando las posibilidades de movilidad hacia los servicios de
salud y su funcionamiento por ausentismo laboral .

e A 64% asciende el déficit de camas en Venezuela y, del total disponible, 40% esta fuera de servicio por dete-
rioro fisico, equipos danados, falta de personal y de presupuesto. En comparacion con el estandar minimo mundial
de 2,3 camas por 1.000 habitantes, Venezuela presenta un déficit de 64% en la cantidad de camas con un total de 26
mil disponibles (unas 20 mil en hospitales publicos y 6 mil en privados). De 18,300 camas evaluadas en 104 hospitales
publicos y 33 privados, la ENH 2018 encontré que 40% estaba fuera de servicio . El déficit es més alto en el namero de
camas de terapia Intensiva, el cual es superior a 60%. Las pocas camas existentes en las Unidades de Cuidado Intensivo
(UCI) colapsan s6lo atendiendo al gran namero de casos de urgencia que llegan por accidentes de transito y lesiones de
arma de fuego. La EHC 2018 mostrd que 25% de las UCI para adultos y ninos habian cerrado y que entre un 79% y 83%
presentaba fallas intermitentes, lo cual obedece a que no se cuenta con monitores, ventiladores, bombas de infusion,
aires acondicionados, termocunas, incubadoras, personal médico y de enfermeria.

e 71% de las emergencias en la mayoria de los hospitales pablicos del pais no pueden prestar servicios de manera
regular, 22% dejo de funcionar y 53% de los quiréfanos estan cerrados. Segtin la ENH 2018, 71% de las salas emergencia
en los hospitales pablicos no prestaba servicios de manera regular, 22% habia dejado de funcionar y 53% de los quiréfa-
nos en 730 pabellones, se encontraba cerrado. La severa interrupcion de los servicios de emergencia y cirugia obedece al
elevado deterioro de las instalaciones, el gran niumero de equipos averiados, la extrema escasez de insumos y medicinas,
el cierre o paralisis de laboratorios y la falta de personal médico y de enfermeria. La ENH 2018 también report6 fallas en
97% de los tomografos, 94% de los servicios de Rayos X y 86% de los servicios de ecografia; asi como escasez de 84%
en catéteres y sondas y 79% en material médico-quiruargico. En el principal Hospital Cardiolégico Infantil G.R. Ochoa, las
cirugias disminuyeron 42% . Hasta 2016, se estimaba una deuda quirtirgica de 450.000 personas . En 2017, el gobierno
implement6 un Plan Quirtrgico Nacional para cirugias menores y esterilizaciones , dejando sin atender a quienes estan
en espera de cirugias complejas y urgentes .

e 100% de laboratorios presentan fallas severas para realizar pruebas diagnoésticas y 69% de los bancos de sangre
no pueden garantizar tratamientos de transfusion seguros. Casi 100% de los laboratorios del sector publico no pueden
pruebas de rutina ni de emergencia frente a un 90% de escasez de reactivos, repuestos para equipos, insumos y materi-
ales basicos como tubos de ensayo, inyectadoras, algodén, alcohol, guantes y recolectores de muestras . En 2018, 38% de
los laboratorios estaban técnicamente cerrados y 69% de los bancos de sangre que hacian pruebas serologicas a dona-
ciones no contaban con reactivos e insumos para tamizaje de enfermedades transmisibles como hepatitis B, hepatitis
C, VIH, enfermedad de Chagas, sifilis y virus linfotropico humano. Las extremas carencias de laboratorios y bancos de
sangre son la principal causa de la suspension de cirugias y no permite garantizar tratamientos transfusionales seguros
a personas con anemia, cancer, problemas renales y hematolégicos, entre otros, asi como realizar otro tipo de examenes,
y el almacenamiento y transporte de la sangre y hemoderivados .
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e 79% de los hospitales no recibe agua de manera regular y 33% no cuenta con plantas para mantener la continui-
dad de energia eléctrica en caso de ocurrir fallas. El colapso de servicios basicos a nivel nacional agrava los problemas
de saneamiento de los centros de salud publicos, la mayoria con precarias condiciones de infraestructura. En 2018, la
ENH encontro que 79% de los hospitales publicos carecia de suministro regular de agua, lo cual genera serios problemas
de higiene y falta del liquido para la hidrataciéon y alimentacion de las personas hospitalizadas. Entre 2012 y 2017, las
denuncias por escasez de agua subieron 8 puestos en los problemas que presentan los hospitales ptblicos monitoreados
por Provea anualmente . Los cortes de luz, intensificados los dos ultimos afios por la caida de las capacidades de energia
eléctrica en el pais, también constituyen un aspecto de enorme preocupacion dado que al menos 33% de los hospitales
publicos no cuentan con plantas para mantener encendidos equipos de soporte vital en caso de fallas dentro de areas
criticas como emergencias, quiréfanos y unidades de cuidado intensivo .

e [os sistemas de vigilancia epidemiologica y ambiental han decaido, aumentando los sub-registros y los vacios de
informacion sobre los graves problemas en la situacion de salud. El menoscabo y destruccion de las capacidades sanitarias
a nivel nacional afecta también los alcances y calidad de los datos que recogen los sistemas de vigilancia epidemiolégica
y de saneamiento ambiental, lo cual aumenta los niveles de sub-registro de mortalidad y morbilidad y los vacios de infor-
macion sobre sus causas y patrones. Ademas, estos sistemas han perdido capacidades para el control, investigacion y
seguimiento de casos por la ausencia de transporte terrestre y aéreo, y de presupuesto para gastos logisticos, trayendo
como consecuencia que los equipos de trabajo no puedan realizar actividades en terreno de supervision e inspecciéon de
establecimientos de salud, visitas a comunidades, traslado de muestras, control de vectores, aguas y residuos sélidos, asi
como la distribucion de vacunas, medicamentos y material médico quirtrgico. A esto se suma en 2018, la falta de formas
de papel para suministrar a las familias actas de nacimiento y defuncion .

e FEl personal de salud, las personas afectadas, los periodistas y defensores afrontan practicas de intimidacion,
censura y represalia por denunciar y ejercer la protesta pacifica. Entre enero y agosto de 2018, el OVCS registr6 296
protestas pacificas del personal de salud y personas afectadas por la escasez de medicinas y las graves fallas de la aten-
cion médica . Quienes denuncian y ejercen la protesta pacifica estan sometidos a practicas de intimidaciéon y represalia
por autoridades publicas, cuerpos de seguridad y grupos de civiles violentos. Entre 2015 y 2018, varios médicos fueron
interrogados y amenazados de acusaciones penales por denunciar e incluso publicar trabajos de investigacion que docu-
mentan muertes por la grave situacion dentro de los hospitales ; directores de hospitales han sido suspendidos de sus
cargos por pronunciarse ante el precario estado de sus centros de salud ; trabajadores del personal de salud han sido agre-
didos y privados de libertad por protestar y exigir respuesta a reclamos laborales ; periodistas y medios de comunicaciéon
han sido censurados y bloqueados en sus paginas web por investigaciones periodisticas, entre las cuales destacan las de
salud ; y defensores han sido objeto de camparfias de descrédito a causa de su trabajo .

e Desde 2016 no se publica ninguna cifra oficial sobre la situacion de salud ni se rinde cuenta sobre el gasto ni
estado de los servicios sanitarios publicos al parlamento nacional. Las estadisticas oficiales sobre la situacion de salud
y rendimiento de los establecimientos sanitarios desaparecieron completamente en 2016. Desde 2013 no se publican
los anuarios de mortalidad y en 2016 se suspendio el acceso a los boletines epidemiologicos y muertes de notificacion
obligatoria. En 2018 se eliminé la pagina web del Ministerio de Salud donde estas estadisticas se publicaban. Desde 2016
tampoco se presentan las memorias de gestion y presupuesto publico al parlamento nacional. Numerosas denuncias
sefialan la orden de no registrar causas de enfermedades y muertes en centros de salud publicos que perjudiquen al gobi-
erno. En 2018, se eliminé el Centro Venezolano de Clasificacion de Enfermedades (CEVECE), que velaba por la integridad
y calidad técnica de los registros y estadisticas epidemiologicas y de salud . Las autoridades sanitarias han informado
internacionalmente sobre una extensa red de establecimientos publicos de salud sin proporcionar datos sobre sus reales
condiciones de funcionamiento y capacidades de respuesta.
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Ficha técnica

El presente reporte sobre la Emergencia Humanitaria Compleja en el Derecho a la Salud, responde a una metodologia
interdisciplinaria que reuni6 a multiples actores informados para compartir, contrastar y fundamentar datos sobre la
situacion del derecho a la salud en Venezuela, haciendo hincapié en la escala, intensidad y severidad de los dafios a la
salud y la vida de la poblacioén y su relacion con los impactos de la situacion sobre las capacidades sanitarias del pais.
Entre los actores participaron organizaciones de personas afectadas, profesionales en terrenos, investigadores y académi-
cos, asi como organizaciones dedicadas a la defensa del derecho a la salud, quienes realizaron varias sesiones de trabajo
a fin de documentar los problemas y eventos mas relevantes durante los Gltimos afios. En estas sesiones se recogio
abundante informacion que abarcé datos empiricos, investigaciones cientificas, estadisticas oficiales y reportajes peri-
odisticos disponibles.
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por-el-director-del-hupaz-sobre-serratia-marcescens-30jul

Doctor Jorge Pérez: Por salvar la Maternidad del Sur me suspendieron. El Carabobefio, 01.05.2017. En: https://www.el-cara-
bobeno.com/doctor-jorge-perez-salvar-la-maternidad-del-sur-me-suspendieron/

Trabajadores denunciaron agresiones en el Hospital Vargas. La Verdad.com, 12.05.2018. En: http://www.laverdad.com/
zulia/141109-trabajadores-denunciaron-agresiones-en-el-hospital-vargas.html / Liberados médicos y trabajadores de la salud
detenidos en la Comandancia de la Policia por protestar pacificamente. El Carabobeno, 24.05.2018. En: https://www.el-cara-
bobeno.com/1499300-2/

Director de El Pitazo: “Bloqueos a medios digitales violan los DD HH". El Nacional, 16.07.2018. En: http://www.el-nacional.
com/noticias/sociedad/director-pitazo-bloqueos-medios-digitales-violan-los_244209

116 ONG de DDHH respaldan a Francisco Valencia de Codevida ante acusaciones del ministro Luis Lopez. Codevida,
12.06.2018. En: http://www.codevida.org/agenda-en-accion/116-ong-de-ddhh-respaldan-a-francisco-valencia-de-codevida-
ante-acusaciones-del-ministro-luis-lopez / Codevida: Denunciamos ante la Fiscalia y la Defensoria las falsa acusaciones de
Lopez en contra de Valencia. 12.06.2018. En: http://www.codevida.org/agenda-en-accion/denunciamos-ante-la-fiscalia-y-la-
defensoria-por-las-falsa-acusaciones-de-lopez-en-contra-de-valencia

Sociedad Venezolana de Salud Pablica/ Red Defendamos la Epidemiologia. Comunicado: La eliminacién del Centro de Clasi-
ficacion de Enfermedades (CEVECE) y Centro Cooperador de la OMS/OPS, dana gravemente la salud publica, debilita al
Ministerio del Poder Popular para la Salud y reduce la capacidad institucional para atender eficientemente, la compleja carga
de enfermedades que sufre la poblacion. En: https://drive.google.com/file/d/1RqpvNOxvI782T62zSS03y5jydBqqi2KF/view

Nota: Agradecimiento a las instituciones que conforman el grupo de trabajo que elaboro este Reporte Nacional, Emergencia Humanitaria Compleja en
Venezuela DERECHO A LA SALUD por autorizar su divulgacion a través de nuestra revista y en especial, a la Dra. Griselda Ferrara de Giner, Profesor
Titular del Departamento de Ingenieria Sanitaria y Ambiental, de la UCV, quien facilito este importante material.
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ADlOS A UN GRAN UCEVISTA:
JESUS ALBERTO GONZALEZ VEGAS

Médico Cirujano de la Universidad Central de Venezuela (UCV) 1962.
PhD. Universidad de Birmingham, Inglaterra 1972 Investigador en el area
de neurofisiologia. Profesor titular Catedra de Fisiologia, Escuela de
Bioanalisis, Facultad de Medicina UCV. Coordinador de la Subcomision
de Publicaciones y divulgacion del Consejo de Desarrollo Cientifico y
Humanistico CDCH-UCV. Miembro de la Comisién de Publicaciones
del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Tecnolbgicas
CONICIT/FONACIT. Miembro de MUY ACTIVO DE ASEREME. Inte-
grante de varios comités EDITORIALES. Editor de Vitae. Especialista en
revistas cientificas.

Médico, Docente, Investigador, Cientifico, Editor, UCEVISTA.

FOTOGRAFO, GRAN LECTOR, ASESOR, FILOSOFO, Y GRAN
AMIGO.

HUELLAS: Fue un incansable Ucevista, mantuvo un excelente
desempeiio en el trabajo académicoy de investigacion, un gran editor, su
sincera amistad, compromiso y su vision de Universidad marco huellas
en todos sus amigos, alumnos y companeros.

Fundo, junto a otros profesores, el laboratorio de Electrofisiologia
en la Escuela de Bioanalisis; de sus investigaciones surgieron numero-
sas publicaciones en revistas nacionales e internacionales. DOCENTE,
EDITOR, Formador de EDITORES...

Nuestra amistad data desde los afios 1966 cuando me desemperfie en
la Biblioteca del Instituto de Medicina Experimental/UCV. Dénde fue un
“Lector permanente”.

Hacia la década 70-80, se incorpor6 como asesor permanente y
miembro fundador del SINADIB (Sistema Nacional de Informacién
Biomédica, conducido por la Lic. Alecia Freites de Acosta, fue /Asesor./
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y Miembro del Consejos Editorial de ACTA MEDICA
VENEZOLANA trabajé y compartio su vida académica
y cientifica con los doctores Horacio Vanegas, Tulio
Arends, Francisco De Venanzi, German Camejo, E.
Coll-Garcia, H. Garcia Arocha, Carrasco Formiguera,
Isis Nezer de Landaeta, Virgilio Bosch, Héctor
Arrechedera, Maritza Landaeta y muchos otros.

Desde la década de 1980- fue asesor de varios
comités editoriales y trabaj6 de manera muy
especial el tema de las Revistas y las politicas cienti-
ficas, y form6 parte del Comité de Publicaciones de
ASEREME, FONACIT y de APIU.

Para la década de 1990- realiz6 junto a un desta-
cado grupo de docentes entre ellos los doctores
Herbert Stegemann, Hebe Vesuri, Aura Lopez,
Consuelo Ramos, y muchos otros participantes la
Comision Revistas cientificas de FONACIT (Programa
de Evaluaciéon y Financiamiento de Revistas Cienti-
ficas nacionales. Coordiné durante varios afios, con
mucho acierto, la Comisién de Publicaciones del
CDCH (Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanis-
tico/UCV. Participa en varios Comités editoriales:
Dicta y participa en varios talleres y foros sobre este
importante tema, iniciador del movimiento “Open
Access” acceso abierto a las publicaciones cientificas,
trabajé como miembro muy activo de la APIU/ UCV
La actividad editorial fue una de sus pasiones.

Fue Editor-Jefe de la Revista de VITAE (Una de
las primeras revistas electrénicas del pais) / Asesor e
integrante de varios comités editoriales y establecio
importantes vinculos con WAME (Asociacion Mundial
de Editores Médicos), el Comité Internacional de
Editores de Revistas Médicas (CIERM), entre otros,
con grupos de Editores del Reino Unido y otros paises,
y fue un activo participante como facilitador de gran
numero de cursos y talleres, crey6 fielmente en la
formacion de editores, donde desempeiid una intensa
actividad en ASEREME (Asociacion de Editores de
Revistas Biomédicas Venezolanas).

En el CDCH UCV, su asesoria fue perenne, indican-
do los caminos de cambios que se han establecidos
en la investigacion y las publicaciones universitaria,
en las Gltimas décadas.

Jestis Alberto Gonzalez Vegas, ilustre docente e
incansable investigador, entrafiable ser humano, que
deja una huella indeleble y permanente en todas las
personas que tuvimos la dicha de conocerlo. Orgullo
de nuestra Alma Mater.

Expresamos y deseamos dejar constancia para la
universidad nuestra tristeza y profundo dolor por la
muerte de nuestro gran amigo Jesus Alberto Gonzalez
Vegas. Hombre excepcional, gran amigo, de ideas
de avanzada, critico constructivo, ucevista integral,
investigador, gran lector, amante de la masica y la
fotografia, gran humanista.

Para la APIU representa una gran pérdida, espe-
cialmente su trabajo permanente en el Comité
editorial de nuestra Revista Tribuna del Investigador,
con su conocimiento, su innovacién, ética, actual-
izaciébn y visién de futuro, gran orientador, hombre
de consenso, de ideas claras, siempre nos motivé con
sus acertados analisis académicos... Se nos fue un
gran venezolano, un gran amigo, pero nos queda su
obra, su ejemplo y sus ideas. A toda su familia nues-
tras condolencias y en especial a sus hijas, a Carmen
Gabriela Gonzalez, de la Escuela de Idiomas Modernos
UCV. Amigo siempre permanecera en nosotros,

CONSUELO RAMOS DE FRANCISCO
Editor-Jefe Tribuna del Investigador
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A ASOCIACION PARA EL PROGRESO DE
LA INVESTIGACION UNIVERSITARIA DE LA
UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA

(APIU/UCVY)

Cumple con el penoso deber de informar
el sensible fallecimiento del Doctor.

JESUS ALBERTO GONZALEZ VEGAS (QEPD)

Médico-cirujano, Investigador en el area de Neurofisiologia, PhD en
Neurofisiologia (Birmingham, Reino Unido). Profesor Titular de la catedra
de Fisiologia, Escuela de Bioanalisis de la Facultad de Medicina de la
Universidad Central de Venezuela. Editor Cientifico de la Revista VITAE.
Academia Biomédica Digital. Miembro de la Directiva de la Asociacion
Nacional de Revistas Médicas (ASEREME), Fue Miembro activo de
ASOVAC, y permanente asesor de varias instituciones, asi como de la
Comision de Publicaciones del CDCH/UCYV,

Apreciado miembro de nuestra asociacion, siempre permanente
colaborador y miembro activo del Comité Editorial de nuestra revista
Tribuna del Investigador.

Hombre ejemplar, entranable amigo y siempre dispuesto a colaborar
con el rescate y la excelencia en la UCV, Ucevista cabal y comprometido,
ejemplo de vida.

Hacemos llegar nuestras mas sentidas palabras de condolencia a su
hija, demas familiares, amigos y compaferos, en tan triste momento por
esta irreparable pérdida.

Caracas, 8 de abril, 2018.
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

TITULO DEL TRABAJO EN LETRA FUENTE TIMES NEW ROMAN, TAMANO 12,
ALINEADO AL CENTRO. MAYUSCULA, NEGRITA

Un espacio de linea en blanco (todas las lineas en blanco en Times New Roman, Tamafio 10)
Nombre y Apellido de los autores (en todos los casos, omitir titulos profesionales o académicos) centrados y
escritos en Times New Roman, Tamafio 10, efecto Versales. Seguido de la Institucion donde trabaja y el email.
Ejemplo:

CONSUELO RAMOS' y GABRIELA CONTRERAS?

"'Universidad Central de Venezuela. Facultad de Humanidades. ucv.consuelo@gmail.com

?Universidad Central de Venezuela. Escuela de Ingenieria Mecanica.gc@hotmail.com
1 linea en blanco

RESUMEN

1 linea en blanco

El resumen en Espaiiol del articulo es obligatorio y serd precedido por el subtitulo RESUMEN, centrado, escrito
en fuente Times New Roman, tamafio 10, Mayusculas, Negrita. El texto del resumen utilizard la fuente Times
New Roman, tamafio 10, alineacion de parrafo justificado, sin sangrias a la derecha o izquierda y espacio (entre
lineas) sencillo. El resumen no excedera de 15 (quince) lineas. Debera estar escrito en un solo parrafo de tipo
informativo. Debe ser adecuado para su reproduccion (sin necesidad de una nueva redaccidon) por revistas espe-
cializadas (Clinical Abstracts, Medicine Abstracts, etc.) y debera especificar brevemente el proceso experimental
y las conclusiones.

1 linea en blanco
Palabras Clave: deben incluirse al menos 5 (cinco) Palabras Clave, separadas por punto y coma. Utilice estilo
Normal, fuente Times New Roman, tamaio 10, alineacion de parrafo justificado, sin sangrias a la derecha o a la

izquierda y con espacio entre lineas sencillo.
2 lineas en blanco

TiTULO TRADUCIDO AL INGLES EN LETRA FUENTE TIMES NEW ROMAN,
TAMANO 12, ALINEADO AL CENTRO. MAYUSCULA, NEGRITA

1 linea en blanco

ABSTRACT
El “Abstract” en inglés, al igual que el resumen en espanol, es obligatorio. Sera precedido por el subtitulo
ABSTRACT, centrado, escrito en fuente Times New Roman, tamafio 10, Mayusculas, Negrita. El texto del re-
sumen utilizard la Fuente Times New Roman, Tamano 10, alineacién de parrafo justificado, sin sangrias a la
derecha o izquierda y espacio (entre lineas) sencillo. El “abstract” no excedera de 15 (quince) lineas. Debera estar
escrito en un solo parrafo de tipo informativo. Debe ser adecuado para su reproduccion (sin necesidad de una
nueva redaccion) por revistas especializadas (Clinical Abstracts, Medicine Abstracts, etc.) y debera especificar

brevemente el proceso, los resultados y las conclusiones principales.
1 linea en blanco

Keywords: Deben incluirse las Palabras Clave traducidas al inglés, separadas por comas. Utilice estilo Normal,
fuente Times New Roman, tamafio 10, alineamiento con parrafo justificado, sin sangrias a la derecha o a la

izquierda y con espacio entre lineas sencillo.
2 lineas en blanco
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INTRODUCCION
1 linea en blanco

La introduccién y el resto del texto del trabajo deben
escribirse a espacio sencillo, a dos columnas, en un
solo lado del papel y en hojas tamafio carta (21,5 x 28
cm), con margenes de 2,5 cm por lado y espaciado entre
columnas de 0,5 cm, utilizando estilo Normal, fuente
Times New Roman, tamafio 11, alineamiento con par-
rafo justificado, sin sangria, solo en caso de que el tra-
bajo sea aceptado para su publicacion.

Se aconseja a los autores utilizar subtitulos descriptivos
de la forma siguiente de acuerdo al trabajo: Introduc-
cion, Materiales y Métodos o Metodologia, Técnicas
Experimentales, Resultados, Andlisis, Discusion, Con-
clusiones, Agradecimientos y Referencias. Los SUB-
TITULOS de cada seccion en estilo Titulo 2, fuente
Times New Roman, tamaiio 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 serdn 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 [IUPAC (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 anexaran 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
SSvV SM, Gravimétrico mg/L
DQO SM, Reflujo Abierto mg/L

SM: Standard Methods

Figuras / Fotografias - Todas las figuras, graficos,
ilustraciones y fotografias serdn 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 — Deber4 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,
Tamafo 10.
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Ejemplo:
100 49/-5, 4
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Tiempo de Retencion del Gas (s)

Figura 1. Eliminacion de H2S en funcion del tiem-
po de retencion para diferentes cargas masicas en los
biofiltros.

Formulas o Ecuaciones — Deberan ser generadas por
editores de ecuaciones actualizados, utilizando fuente
Times New Roman, tamano 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)

Ae), 2 ()a 2 (gn)-0

ot dx ay

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 s6lo 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 publicacioén. Cuando la cita de cada referencia
tenga mas de un autor se colocara 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, afio, 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, Mé-
xico. 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/0 267:169-173.

KAPANDIT A., (1998). “Fisiologia Articular, Miembro
Superior”. Editorial Medica Panamericana; Sta
Edicion; Tomo I, Madrid, Espaiia.

Zimmer Internal fracture fixation, Catalogo, seccion B.
U.S.A, (1998). www.zimmer.com. Consultado el
10/10/2010.

NOTA: Las contribuciones no deben exceder a las si-
guientes extensiones:

Ensayos, articulos de opinion y reseiias (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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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 anénimos). Todo trabajo debe
ajustarse a las normas exigidas por la Revista Tribuna del Investigador. Los arbitros deberan
considerar la pertinencia del articulo para el 4rea. 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 e intencion de investigacion.

La extension no debe exceder de doce palabras.

Una buena opcidn para determinar un buen titulo, es que sea la expresion del
resultado mas importante de la investigacion

Titulo

b

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
datos. Debe evitarse el uso de palabras genéricas.

—_—

Debe representar el trabajo a través de una justificacion sustentada.

Introduccién 2. Debe dar cuenta de la importancia del trabajo

—

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 informacién empirica debe tener la fuente y referente tedrico.

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

N

Tribuna del Investigador | Vol. 19,N° 1,2018

207



Notas a pie de pagina

Son sélo para aclarar o ampliar aspectos. No se debe incluir referencias
bibliograficas.

Deben constituir una reflexion de los resultados y derivarse del cuerpo

Conclusiones del trabajo.
Bibliografia Dependiendo de la tematica, debe reflejar uso de publicaciones recientes.
OPINION GENERAL:
Calificativo Criterios de evaluacion

Publicable sin modificaciones

El trabajo no tiene observacion, ni de forma ni de
fondo

Publicable con ligeras modificaciones El trabajo amerita modificaciones de forma

Publicable con modificaciones sustanciales

El trabajo amerita importantes modificaciones de
fondo

NEGADO

El trabajo tiene problemas de forma y fondo cuya
correccion implica reelaboracion del trabajo.
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EDITORIAL 4
Belkisyolé Alarcon de Noya

ARTICULOS

El Instituto de Medicina Tropical explora caminos hacia el multidiagnéstico simultdneo de enfermedades infecciosas y parasitarias /The 7
Tropical Medicine Institute explores ways towards the simultaneous multidiagnosis of infectious and parasitic diseases.

Oscar Noya, Maria Angelita Lorenzo,Sandra Losada, Marilyan Toledo, Adriana Gauna, Henry Bermudez.

MedicinaTropical y su proyeccion actual: un breve panorama /A brief overview: Tropical Medicine and its current projection. 15
Nathalie Chacon Fonseca y Luis Alfonso Colmenares Sudrez.

La Catedra de Microbiologia en sus 125 afios / The Chair of Microbiology in its 125 years. 24
Maria Eugenia Landaeta, Zobeida Uzcategui, Sofia Mata Essayag.

Recuento historico del departamento de microbiologia, parasitologia y Medicina Tropical / Historical record of the department of microbi- 33
ology, parasitology and Tropical Medicine.
Zobeida Uzcategui, Sofia Mata Essayag.
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