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EDITORIAL

Este afio 2015 promete ser un gran afio. La Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas
(SVBE) en conjunto con el Colegio de Bioanalistas de Distrito Capital y Estado Miranda llevaron
a cabo las XIX Jornadas Cientificas de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas y el
III Foro Latinoamericano en Educacién auspiciado por la Confederacién Latinoamericana de
Bioquimica Clinica (COLABIOCLI), eventos desarrollados en el Hotel Avila de Caracas, los dias
23 y 24 de abril en celebracion con el dia del Bioanalista.

Fue un intenso trabajo, en el cual el Comité organizador conformado por la M.Sc. Yacelli
Bustamante, Esp. Celsy Hernandez, Esp. Valmore Rodriguez, Esp. Ana Maria Vivas, M.Sc.
Yaniska Franquiz y mi persona como Presidenta del mencionado Comité se le ofreci6 a nuestros
Bioanalistas un programa cientifico de excelente calidad, con las mejores conferencias dictadas por
especialistas de cada area, el cual fue disfrutado por mas de 450 profesionales, quienes aprovecharon
este espacio cientifico no solo para actualizarse sino ademds como reencuentro con colegas de
diferentes partes del pais.

El IIT Foro Latinoamericano en Educacion estuvo presidido por la M.Sc. Yaniska Franquiz y el
Dr. Carlos Navarro, Presidente de la COLABIOCLI. En el Foro luego de la exhaustiva revision y
analisis dela curricula de cada una de las carreras de Bioquimica o equivalentes de las Universidades
participantes de Argentina, Bolivia Colombiay Ecuador y nuestras cinco Universidades Auténomas:
UCYV, ULA, LUZ; UC y UDO se ratificé y concluyo en la obligante necesidad de conformar la:
“RED DE INSTITUCIONES UNIVERSITARIAS FORMADORAS DE LOS PROFESIONALES
BIOQUIMICOS O TITULOS EQUIVALENTES DE AMERICA LATINA'Y EL CARIBE”

Esimportante destacar que estos eventos enmarcaron el XXX aniversario dela SVBE y permitieron
la apertura de nuevos horizontes en el campo cientifico, en el que hemos incluidos nuevas areas las
cuales son indispensables para desarrollo integral del Bioanalista como lo son la Calidad, Biologia
Molecular, Genética, Biotecnologia e Informatica y la Educacion .

Estamos muy satisfechos por los logros obtenido por la Junta Directiva que actualmente dirige la
SVBE y estamos seguros que con el apoyo de la FECOBIOVE continuaremos con nuestra mision
como esimpulsar con el mdsalto sentido de excelencia el desarrollo propio dela Sociedad, agrupacion
de caracter cientifico y contribuir al fomento e intercambio de la difusion del conocimiento en el
ambito nacional e internacional.

Nuestros mas cordiales saludos y afectos.

Dra. Maria Fatima Garcés
Editora.
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ARTICULO ORIGINAL

PREMIO AL MEJOR TRABAJO LIBRE (CARTEL) EN LAS XIX JORNADAS CIENTIFICAS DE LA SVBE
EMERGENCIA DE ACINETOBACTER BAUMANNII CON RESISTENCIA EXTREMA A LOS
ANTIBIOTICOS EN UN HOSPITAL DE MARACAIBO, VENEZUELA.

Liliana Gémez-Gamboa'’, Jessica Villasmil?, Armindo Perozo-Mena?,
José Luis Bermudez-Gonzélez *, Irene Zabala ®
'Catedra de Microbiologia, Escuela de Medicina, La Universidad del Zulia. *Servicio de Bioanalisis, Bacteriologia.
Hospital Dr. Adolfo Pons. IVSS. Maracaibo. *Practica Profesional de Bacteriologia, Escuela de Bioanalisis,
La Universidad del Zulia. *Bios Venezuela, C.A. *Laboratorio de Genética y Biologia Molecular. Departamento de Biologia,
Facultad Experimental de Ciencias, La Universidad del Zulia.
Recibido para publicacién el 15 mayo 2015. Aprobado para publicacién el 15 junio 2015.

RESUMEN:

Acinetobacter baumannii ha emergido como un patégeno importante que ocasiona una variedad de infecciones con
alta morbilidad y mortalidad. Los antibidticos carbapenemes representan generalmente, los dltimos recursos para
el tratamiento de infecciones intrahospitalarias y es preocupante que esta situacion esté siendo amenazada a nivel
mundial por la aparicién de cepas de A. baumannii con resistencia a estos antibidticos. La presente investigacion
tuvo como finalidad clasificar las cepas de A. baumannii resistentes a los carbapenemes, aisladas de un Hospital
de la regién Zuliana durante Enero a Diciembre del aflo 2014, en multidrogo-resistentes, extremadamente drogo-
resistentes y pan drogo-resistentes. Se aislaron 142 cepas de A. baumannii, de las cuales 139 obtuvieron resistencia
a los carbapenemes (97,89%). De las 139 cepas de A. baumannii, el 65,47% (91/139) fueron catalogadas como
extensamente drogo-resistentes, mientras que el 33,09% (46/139) fueron clasificadas como multi-drogo resistentes
y 1,44% pan resistentes (2/139). Los datos obtenidos en el presente estudio ofrecen un panorama preocupante en
nuestra region, de alli la importancia de la vigilancia en cada institucién hospitalaria para el establecimiento de
mejores opciones terapéuticas y medidas epidemioldgicas de contencion.

Palabras claves: Acinetobacter baumannii, resistencia, antibidticos.

EMERGENCE OF EXTENSIVE-DRUG-RESISTANT (XDR)
ACINETOBACTER BAUMANNII IN A MARACAIBO S HOSPITAL, VENEZUELA

SUMMARY

Acinetobacter baumannii has emerged as an important pathogen causing a variety of infections with high morbidity
and mortality. Carbapenems are the last resort of drugs for the treatment of multidrug-resistant pathogens including
A. baumannii and it is worrying that this situation is being threatened worldwide by the appearance of strains of
A. baumannii resistant to these antibiotics. This research had to classify the strains of carbapenem-resistant A.
baumannii, isolated from a hospital in the Zulia region during January to December 2014, in multidrug-resistant,
extremely drug-resistant and pan drug-resistant. A total of 142 isolates of A. baumannii were collected and 139 were
carbapenem-resistant (97.89%). Ninety-one of 139 strains (65.47%) were extensively drug-resistant, while 33.09%
(46/139) were classified as multi-drug-resistant and 1.44% pan drug-resistant (2/139). The data obtained in this
study offers a worrying panorama in our region, highlighting the importance of monitoring in each hospital facility
to establish better therapeutic options and epidemiological containment measures.

Key words: Acinetobacter baumannii, drug-resistant.

Introduccion

Acinetobacter baumannii es un patégeno oportunista
con gran relevancia en las infecciones adquiridas en las
instituciones de cuidados de salud (1). Su habilidad para
colonizar crénicamente los pacientes y ocasionar brotes
dificiles de erradicar plantea desafios significativos
para el control de infecciones e incrementa el gasto

sanitario. Ademas de su resistencia intrinseca a muchos
antibidticos, este patdgeno problematico puede adquirir
rapidamente mecanismos adicionales en respuesta
al uso de nuevos antibidticos de amplio espectro. Los
antibidticos carbapenemes representan generalmente,
los ultimos recursos para el tratamiento de infecciones
asociadasalosserviciosdesalud producidas porbacterias

Solicitar copia a: Liliana Gomez-Gamboa (e-mail: liliana_gomezgamboa@yahoo.com.)
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Gram negativas multiresistentes. Es preocupante que esta
situacion esté siendo amenazada en todo el mundo por
la aparicidn de cepas con resistencia a estos antibidticos
incluyendo A. baumannii (2). La presente investigacion
tuvo como finalidad clasificar las cepas de A. baumannii
resistentes a los carbapenemes, aisladas de un Hospital
de la region Zuliana, en multi-drogo resistentes (MDR),
extremadamente drogo-resistentes (XDR) y pan drogo-
resistentes (PDR).

Materiales y Métodos

Se realiz6 una investigacion descriptiva, transversal, no
experimental, caracterizando fenotipicamente todas las
cepasaisladas de A. baumannii provenientes de diferentes
cultivos de muestras de pacientes hospitalizados en
un Centro de Salud de Maracaibo (secrecion traqueal
y bronquial, herida, hemocultivo, dren, urocultivo,
coprocultivo, punta de catéter, absceso y nasal), durante
el periodo comprendido entre Enero 2014 a Diciembre
2014. Las muestras de los pacientes fueron procesadas
de acuerdo a los procedimientos de microbiologia
clinica descritos por la Sociedad Americana de
Microbiologia. La determinacioén de la resistencia a los
antibidticos se realizd por el método de difusién con
discos en agar descrito por Baiier-Kirby, siguiendo las
recomendaciones del Instituto para la Estandarizacion
de los Laboratorios Clinicos (CLSI M100-S24, 2014). El
analisis estadistico se realiz6 utilizando el paquete SPSS
para Windows®, version 19. Se determind la prevalencia
de cepas de A. baumannii resistentes a los carbapenemes;
ademds, se realizo el analisis descriptivo de las variables
en estudio. Para las variables cualitativas, se utilizo el
Chi cuadrado para determinar la independencia entre
el género y la edad de pacientes con A. baumannii. El
nivel de significacion estadistica se establecié para una p
<0,05 con intervalos de confianza del 95%.

Resultados

Durante el afio 2014, se procesaron un total de 4651
cultivos de muestras clinicas de pacientes, aislando 142
cepas de A. baumannii, de las cuales 139 presentaron
resistencia a los carbapenemes (97,89%), observandose
una prevalencia de 2,99% (139/4651). La distribucion
de los aislamientos de A. baumannii entre los pacientes
segun sexo y edad fue relativamente uniforme. Al
analizar por Chi cuadrado el estado de portador y
compararlo con el género y la edad de los participantes,
se obtuvo que las diferencias encontradas no fueron
estadisticamente significativas (p<0,05). Estas cepas
fueron aisladas principalmente de secreciones traqueales

Emergencia de Acinetobacter baumannii con resistencia extrema a los
antibidticos en un Hospital de Maracaibo, Venezuela.

(69/139, 49,64%), seguido de secreciones de heridas
(23/139, 16,55%) y 7,19% (10/139) de hemocultivos.
Con respecto a la distribucion de las cepas aisladas
segun servicios del Hospital, el 80,58% (112/139) de las
cepas fueron aisladas de pacientes de la UTI, mientras
que el 9,35% (13/139) fueron aisladas de Hospitalizacién
de Cirugia y el 3,60% (5/139) de Medicina Interna. La
resistencia a los agentes antimicrobianos en las 139
cepas se puede observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Resistencia a los antibidticos en aislamientos
clinicos de Acinetobacter baumannii.
Maracaibo. Venezuela. 2014.

Antibiéticos Resistencia (%)
Ampicilina/sulbactam 89,13
Ticarcilina 100,0
Piperacilina 100,0
Piperacilina/Tazobactam 98,99
Imipenem 100,0
Meropenem 100,0
Cefotaxime 100,0
Ceftazidima 100,0
Ceftriaxone 100,0
Cefepime 97,73
Amikacina 97,37
Gentamicina 91,80
Tobramicina 96,67
Tetraciclina 87,29
Minociclina 0,00
Tigeciclina 40,00
Trimetoprim/sulfametoxazole 98,51
Colistin 1,60
Ciprofloxacina 97,67
Levofloxacina 97,69

Magiorakos y col. (3) elaboraron una propuesta
internacional de definiciones provisionales para
la resistencia bacteriana adquirida, clasificando
a las bacterias en multidrogo-resistentes (MDR),
extremadamente drogoresistentes (XDR) y pan-
drogoresistentes (PDR). El patrén MDR fue definido
como la no susceptibilidad al menos a un agente en
tres o mas categorias de antimicrobianos; el XDR
como no susceptible al menos a un agente en todas
las categorias pero permanece susceptible a una o dos
categorias de antimicrobianos y el PDR fue definido
como no susceptibilidad a todos los agentes en todas
las categorias de antimicrobianos. De las 139 cepas de

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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N° DE AISLAMIENTOS

FIGURA 1. Distribucién de aislamientos de
Acinetobacter baumannii segiin meses del afio.
Maracaibo. Venezuela. 2014.

A. baumannii aisladas en la presente investigacion, el
65,47% (91/139) fueron catalogadas como extensamente
drogo-resistentes, mientras que el 33,09% (46/139)
fueron clasificadas como multi-drogo resistentes y
1,44% pan-drogo resistentes (2/139). La distribucién
de estos aislamientos en el transcurso de los meses
del aflo 2014 se presenta en la Figura 1. El mds alto
numero de aislamientos MDR se registré en los meses
agosto, septiembre y octubre (58,69%); mientras que en
los meses de enero, abril y octubre se observé mayor
cantidad de aislamientos XDR y los aislamientos PDR
se presentaron en enero y diciembre.

Discusion

La incidencia de resistencia a los carbapenemes en
A. baumannii ha incrementado constantemente
en la ultima década. A nivel mundial, el programa
SENTRY documenté un incremento en la resistencia
a imipenem desde 34,5% en 2006 a 59,8% en 2009, la
cual frecuentemente estd acompafnada con resistencia
multiple a otros agentes (2). En la presente investigacion,
la resistencia a los carbapenemes en las cepas aisladas de
A. baumannii fue muy superior (97,89%).

Similar a lo obtenido en la presente investigacion,
otros estudios obtuvieron que la edad promedio de los
pacientes afectados por A. baumannii resistentes a los
carbapenemes fue 66,8+19,8 afos. Las cepas fueron
principalmente recuperadas de muestras de tracto
respiratorio (15,1%; 45%j; 50,1%), sangre (14,9%; 18,6%),
pus de abscesos y heridas (13,4%; 25%; 31,5%) y orina
(13,2%) y provenientes de pacientes de la UTI (15,5%;
28%; 36,6%) y Cirugfa (14%, 18,3%) (2, 4, 5).

En el presente estudio el 51,1% de los pacientes fueron
portadores respiratorios de A. baumannii (71/139),

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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resultados que pueden atribuirse a que en las Unidades
de Terapia Intensiva (UTI), generalmente los pacientes
estan conectados a respiradores artificiales, presentando
mayor riesgo de adquirir infecciones respiratorias, por
lo que se hace importante e imprescindible el control
de estos portadores, debido a que constituyen una
fuente importante de transmisién a otros pacientes
que ingresan a la unidad y al personal que labora en la
misma. Asimismo, existen estudios sobre el aumento
actual de casos de neumonia adquirida en UTI debido a
A. baumannii (6).

A.baumannii  desarrolla multirresistencia a los
antimicrobianos de forma extremadamente rapida y
mediante variados mecanismos (7), algunos de ellos
inherentes ala especie y otros adquiridos, que finalmente
se manifiestan como resistencia a una amplia gama de
antibidticos (8). El principal mecanismo de resistencia
a los antibidticos [-lactamicos es la degradacion
enzimatica por P-lactamasas, de las cuales las mas
preocupantes en A. baumannii son las Carbapenemasas,
principalmente las serin-oxacilinasas (tipo OXA de la
clase D de Ambler) (6). Se considera que la resistencia
contra los carbapenems es, en si misma, suficiente para
definir un aislamiento de A. baumannii como altamente
resistente (9). En el presente estudio, las cepas de A.
baumannii fueron altamente resistentes a todos los
antibioticos P-lactamicos (>89%), aminoglucdsidos
(>91%), Tetraciclina, Trimetoprim/ sulfametoxazole
y fluoroquinolonas, mientras que la resistencia a
Minociclinay Colistin fue muybaja. Similaralo obtenido
en la presente investigacion, los antimicrobianos para
los que Cantdén y Ruiz-Garbajosa (1) reportaron mayor
proporcion de aislados no sensibles de A. baumannii
fueron ceftazidima, piperacilina y ciprofloxacina
(>94%), seguidos de los carbapenems y tetraciclina (82-
86%), tobramicina, sulbactam, gentamicina y doxiciclina
(60-70%), amikacina (49%) y minociclina y rifampicina
(30%). Los que ofrecieron menores porcentajes con los
criterios empleados fueron tigeciclina (24%) y colistina
(3%). La tasa de resistencia a Colistin y Tigeciclina en
otros estudios fue igualmente baja (2, 10, 11). Las cepas
de A. baumannii aisladas en la presente investigacion
mostraron resistencia a los diferentes antimicrobianos
similares a las obtenidas por las contrapartes aisladas
en el Centro de Referencia Bacterioldgica-Servicio
Auténomo Hospital Universitario de Maracaibo (12).

Kuo y col. (2) reportaron resultados similares a
los obtenidos en la presente investigaciéon, con un
incremento significativo de A. baumannii XDR de 1,3%
en 2002 a 41% en 2010 y un promedio de prevalencia
en 10 afios de 26,1%. Los factores asociados con la
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emergencia de estas cepas en Taiwan incluyeron
pacientes ancianos (> 65 afos), origen del tracto
respiratorio y recluidos en la UTL. Por el contrario, otros
estudios obtuvieron en Bosnia y Herzegovina e India
mayor porcentaje de cepas MDR (85,6%; 91%) que XDR
(14,4%; 78%) respectivamente (4, 5).

En los ultimos anos se ha observado un incremento de
los aislamientos de A. baumannii MDR y XDR, con
incidencias en diferentes paises desde 65% hasta 100 %
(Espana, EE.UU., Taiwan, Irdn, Jordania, China Italia,
Grecia, Turquia, Bulgaria). Asimismo, en la institucion
hospitalaria estudiada en la presente investigacion se
puede observar que el 71,74% de los aislamientos MDR
se presentd entre los meses de agosto y diciembre,
observando un incremento a partir del mes de agosto;
mientras que el mayor numero de cepas XDR fueron
aisladas en el mes de Octubre (Figura 2).

Actualmente, A. baumannii es una las bacterias Gram
negativa mas importante; responsable de varias
infecciones nosocomiales serias, en particular en
unidades de cuidado intensivo, pudiendo complicar la
enfermedad primaria en pacientes enfermos y aumentar
el costo del tratamiento. Ademas de la capacidad de
expresar resistencia a muchos antibidticos, las cepas
MDR, XDR y PDR tienen la capacidad de supervivencia
duradera en las superficies inanimadas, asi como la
tendencia de diseminacion epidémica (4).

A. baumannii no es una excepcion dentro del panorama
de los microorganismos multi-resistentes con interés en
la infeccién asociada a los servicios de salud. Los datos
obtenidos en el presente estudio ofrecen un panorama
preocupante en nuestra region, de alli la importancia
de la vigilancia en cada institucion hospitalaria para el
establecimiento de las mejores opciones terapéuticas y
medidas epidemioldgicas de contencion (1).

Conclusiones

En la presente investigacion, las cepas de Acinetobacter
baumannii presentaron altos porcentajes de resistencia
a los antibidticos. El sitio de colonizacién mas frecuente
en estos pacientes fue el tracto respiratorio y la mayoria
de las cepas fueron extremadamente drogo-resistentes.
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RESUMEN:

Las parasitosis intestinales constituyen un problema de salud publica que afecta a los individuos de una poblacion
sin distincion de sexo o edad, las cuales tienen prevalencias mas altas en paises subdesarrollados. Esta investigacion
consistio en determinarla prevalencia de parasitos intestinalesy su posible asociacién con alteraciones hematoldgicas
en pacientes de tres comunidades urbanas del estado Carabobo. Se realizé un estudio descriptivo y transversal
en el que participaron voluntariamente 93 pacientes entre 16 y 81 afos, de ambos sexos, pertenecientes a las
comunidades Brisas de Carabobo y Simén Bolivar (municipio Naguanagua) y la comunidad La Unidad (municipio
Valencia), a quienes se les realizo hematologia completa y estudio coproparasitolégico. La prevalencia global fue de
65,59%, siendo Blastocystis spp el mas predominante. No se observé presencia de helmintos. El mayor porcentaje de
individuos monoinfectados se observé en la comunidad Simén Bolivar (50,00%), mientras que Brisas de Carabobo
registré mayor numero de individuos con poli-infeccién (37,21%). La anemia fue una condicién observada en el
9,68% de los casos, leucocitosis en 17,20% y eosinofilia en el 21,74%. En los individuos monoinfectados 9,78%
presentaron eosinofilia mientras que en los individuos poli- infectados solo 6,52% presentaron este signo clinico. No
se encontro relacion estadisticamente significativa entre la infeccién por protozoarios intestinales y las alteraciones
hematoldgicas observadas en las comunidades evaluadas (p< 0,05).

Palabras claves: Parasitosis intestinal, Blastocystis spp, eosinofilia adultos.

PREVALENCE OF INTESTINAL PARASITES AND HAEMATOLOGICAL PARAMETERS
CHANGES IN PATIENTS OF THREE URBAN COMMUNITIES.CARABOBO STATE.

SUMMARY

Intestinal parasites are a public health problem that affects individuals of a population regardless of sex or
age, which have higher prevalence in developing countries. This research aims to determine the prevalence of
intestinal parasites and their possible association with haematological abnormalities in patients at three urban
communities of Carabobo state. A descriptive cross-sectional study in which 93 patients between 16 and 81 years,
of both genders voluntarily participated belonging to the “Brisas de Carabobo” and “Simon Bolivar” communities
(municipality Naguanagua) and “La Unidad” in the municipality Valencia, was conducted who underwent complete
hematology and coproparasitological study. The overall prevalence was 65,59 %, Blastocystiss spp was the most
predominating. Helminths was not observed. The highest percentage of monoinfected individuals it was observed in
the community Simén Bolivar (50,00 %), while in the Brisas de Carabobo community a higher percentage of multi-
infected individuals it was observed (37,21%). Anemia was a condition observed in 9,68% of cases, leukocytosis in
17,20% and eosinophilia in 21,74%. In monoinfected individuals 9,78% of eosinophilia were observed and multi-
infected individuals 6,52%. No statistically significant relationship between infection with intestinal protozoa and
haematological abnormalities observed in these communities.

Keywords: Intestinal parasites, Blastocystis spp, eosinophilia, adults.

intensidad variable, malabsorciéon de nutrientes,

Las parasitosis intestinales son un problema de salud
publica que afecta a individuos de cualquier edad y sexo.
Estasinfecciones pueden ser asintomaticas generalmente
cuando cursan con una baja carga parasitaria, pero
cuando superan cierta intensidad, pueden ocasionar
diversas manifestaciones clinicas como diarrea de

pérdida de sangre, vitaminas, intolerancia a azucares,
desnutricién, manifestaciones cutaneas, pulmonares y
digestivas; las cuales dependen principalmente del tipo
de parasito y de su accidn patégena (1-3).

Estas infecciones producen efectos fisioldgicos
asociados a la patogenicidad del agente etioldgico, entre
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las que figuran alteraciones hematoldgicas, como por
ejemplo la eosinofilia, que se define cuando el nimero
total de eosindfilos circulantes en sangre periférica
es igual o superior a 450/ul (3). Esta condicién suele
estar relacionada principalmente con dafo tisular
que producen algunos helmintos de migracion
extraintestinal. Asi por ejemplo, la migracion de las
larvas de nematodos puede afectar sobre todo al
pulmon, produciendo el sindrome de Loeftler que cursa
con eosinofilia de intensidad elevada (A. lumbricoides,
A. duodenale, N. americanus y S. stercoralis) (4).
Estos sintomas clinicos dependeran igualmente de
la intensidad y diversidad de especies parasitarias.
Por su parte, los helmintos que no realizan migracion
extraintestinal generan una eosinofilia discreta. En
contraste, la mayoria de los protozoos no producen
eosinofilia (3, 5).

Sin embargo, se debe considerar que este parametro
guarda relaciéon con algunas condiciones fisiologicas
(edad, género, embarazo), farmacos o patologias no
parasitarias pueden modificar su magnitud (3).

La prevalencia de parasitosis intestinal en el mundo
reportadas por organismos oficiales son muy escasas
ya que éstas no son de notificaciéon obligatoria en
algunos paises y la mayoria de los datos disponibles
son obtenidos gracias a investigaciones particulares.
Sin embargo, para el afio 2001 en la 54°Asamblea de
Mundial de la Salud, se consider¢ a las parasitosis como
prioridad de salud publica, senalando que mas de 2000
millones de personas, aproximadamente la tercera parte
de la poblacién mundial, estaria infectada por parasitos,
de las cuales cerca de 300 millones sufren formas
clinicas graves y 155 mil mueren cada afno por causas
atribuibles a estas parasitosis (6). La especie Giardia
intestinalis presenta la mayor prevalencia mundial
entre los protozoarios (7,8) y Ascaris lumbricoides entre
los helmintos, alcanzando aproximadamente 1.472
millones de infectados (9).

En América Latina y el Caribe existen por lo menos 39
millones de infectados por parésitos intestinales (7). En
Bolivia en el afio 2012, de acuerdo con la investigacion
de Rivero y colaboradores (10) realizada en poblacion
adulta, y particularmente en pacientes geriatricos,
refileren una alta frecuencia de Blastocystis spp, y
protozoarios comensales tales como Entamoeba coli,
Endolimax nana, entre otros.

Estudios en la poblaciéon venezolana, demuestran
altas prevalencias de parasitosis, que oscilan entre
42,6% y 97,4% (1,11). Sin embargo, la amibiasis es la

Prevalencia de parasitosis intestinales y pardmetros hematoldgicos en
pacientes de tres comunidades urbanas del estado Carabobo.

unica parasitosis intestinal de notificacién obligatoria,
reportandose 48.494 casos principalmente en grupos
etarios de 1 a 4 anos y de 25 a 44 anos (12). Estas
infecciones estan asociadas con situaciones de pobreza,
especialmente en paises en vias de desarrollo donde
se observa deficiencias en habitos de higiene personal,
préacticasinadecuadas en la preparacion delos alimentos,
indebida disposicion de excretas, mala disponibilidad
de agua, asi como deficientes condiciones sanitarias
que propician el contacto entre las formas parasitarias
infectantes y sus hospederos (4,13). Venezuela, en las
ultimas décadas, ha presentado un acelerado aumento
delainflacién, ocasionando una disminucién progresiva
del ingreso econémico, lo cual ha generado un impacto
negativo en las condiciones de vida del venezolano (1).

Debido a esta situacion de salud, La Fundacién Centro
de Estudios sobre Crecimiento y Desarrollo de la
Poblacion Venezolana (FUNDACREDESA) realiz6 el
Segundo Estudio Nacional de Crecimiento y Desarrollo
Humano de la Republica Bolivariana de Venezuela
(SENACREDH) en individuos de edades comprendidas
entre 3 meses y 59,99 afnos entre mayo del 2007 a
diciembre 2008; en el que selevant6lainformacion del Eje
Centro Norte Costero del pais, abarcando la evaluacion
nutricional a través de indicadores antropométricos,
hematoldgicos y bioquimicos, odontologia y parasitosis
intestinales, asi como el estrato socio-econdmico a través
del método Graffar modificado por Méndez Castellano.
Sin embargo, ain no se encuentran disponibles los
resultados preliminares de esta investigacion (11).

Para 2008, de acuerdo a datos generados por el
Programa de Control de Parasitosis Intestinales y
Esquistosomiasis de la Direccion de Sanidad Ambiental
- Ministerio de Poder Popular para la Salud (MPPPS),
la prevalencia general de geohelmintiasis fue 22,68%
manteniéndose cercano a lo previsto por OPS/OMS
(20%), siendo A. lumbricoides la especie con mayor
prevalencia (9,07%), y en lo que respecta a protozoarios,
la prevalencia general resulté 6,75% siendo Blastocystis
spp. y Giardia intestinalis los mas significativos. Esta
estadistica nacional se construyé a partir de datos
suministrados por los estados Nueva Esparta, Tachira
y Portuguesa, segun lo indicado por dicho organismo.
Sin embargo, grupos de investigadores participantes en
la mesa de trabajo de XXVIII Jornadas de la Sociedad
Parasitolégica Venezolana (SPV) “J W Torrealba”;
demostraron un predominio de protozoarios sobre
helmintos, no coincidiendo con los datos aportados
por el MPPPS, prevaleciendo Blastocystis spp, Giardia
intestinalis 'y Entamoeba histolytica/E.dispar en los

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2015; Vol 18(1): 6-13.




Herndndez y col.

primeros lugares (14).

El estado Carabobo, ha presentado un aumento de la
inmigracion poblacional en las tltimas décadas en busca
fuentes de empleo. Esto genera como consecuencia del
aumento de su poblacion y la creacion de barriadas para
dar alojamiento a sus habitantes; aglomerandose en su
mayoria en la zona sur de la ciudad, donde se ubican los
estratos sociales mas bajos de la poblacién (15).

Tradicionalmente los estudios sobre parasitosis
intestinales se llevan a cabo en nifios por ser un grupo
de alto riesgo dado a sus habitos de juegos y posible
susceptibilidad a dichas infecciones, con manifestaciones
clinicas graves. Por el contrario, en la poblacion adulta
por considerarse inmunocompetentes en la mayoria de
los casos, no suelen desarrollar enfermedades graves, por
lo que las investigaciones de prevalencia de parasitosis
en este grupo etario resulta poco frecuente, aun cuando
aporta informaciéon epidemiologica importante. La
posibilidad de contar con datos de prevalencia de
parasitosis intestinal en poblaciéon adulta permitiria
crear politicas publicas y sanitarias mas eficientes y
consecuentes con la situacion actual.

Por ello la presente investigacion se realizd con el
propdsito de determinar la prevalencia de parasitos
intestinales en individuos en edades comprendidas
entre 16 y 81 afos pertenecientes a tres comunidades
urbanas del estado Carabobo y determinar su posible
relacién con alteraciones hematoldgicas.

Materiales y Métodos

La Este estudio surge a partir de un programa
de asistencia social de la Asignatura Practicas
Profesionales de Parasitologia del Departamento de
Estudios Clinicos, en la Escuela de Bioandlisis de la
Universidad de Carabobo. Se llevo a cabo entre abril
y junio del afio 2011, abarcando las comunidades “La
Unidad” ubicado al sur del municipio Valencia cuyas
coordenadas geograficas son 68°59'12" de longitud
oeste y 10° 10'11" de latitud norte, “Brisas de Carabobo”
ubicada en Municipio Naguanagua 68°00°40" longitud
oeste y 10°15°00" latitud norte y “Simén Bolivar” del
municipio Naguanagua cuyas coordenadas geograficas
son 10°17'05” Latitud Norte y 68°00'53” Latitud Oeste,
todos estos pertenecientes al Estado Carabobo.

Lasactividadesasistenciales del mismo fueron efectuadas
previa informacion de los objetivos, autorizacion
verbal y escrita de los pacientes participantes y con
la probacién del comité de bioética; 375 individuos
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asistieron a la convocatoria de actividades asistenciales
del proyecto, en su mayoria pertenecientes a los estratos
socioeconémicos IV y V determinados segun el método
Graffar modificado por Méndez Castellano citado por
Barén y cols (2007)(1). Se les extrajo por venoclisis
5 cc de sangre venosa a nivel del pliegue del codo,
dispensando la muestra en tubos de vidrio de 12x75
mm con anticoagulante EDTA para el analisis de los
pardmetros hematoldgicos para lo cual se conté con
un Contador Hematologico Mindray 3200, la férmula
leucocitaria fue realizada a través de la observacion
microscopica del extendido sanguineo para el cual se
utilizo colorante Wright. Se tomaron como valores de
referencia para la hemoglobina de 12,0 a 15,0 mg/dL en
mujeres y de 13,0 a 16,0 mg/dL para hombres, para el
hematocrito de 36 a 45% en mujeres y de 39 a 48% en
hombres, los leucocitos de 4.000 a 10.000/mm3 (16). El
criterio para la clasificacion de la anemia fue manejado
segun lo establecido por la Organizacion Mundial
de la Salud, considerando anemia severa cuando la
concentraciéon de Hemoglobina (Hb) es menor de 7,0
g/dL, moderada entre 7,0 y 9,9 g/dL y leve entre 10,0 y
10,9 g/dL(17). Por su parte la eosinofilia se determiné
cuando el recuento absoluto de Eosinoéfilos superd 450/
mm3 (3). De acuerdo a los valores normales expresados
por Pérez Requejo, 3ra Edicién 1995, se considerd
Leucocitosis al recuento de leucocitos > 10.000 /mm3
(16).

Por otro lado, las muestras de heces fueron recolectadas
por el paciente en recipientes plasticos herméticos
especiales para el coproandlisis y recibidas por el
personal de Laboratorio participante del proyecto el
mismo dia de emitida la muestra. Las muestras de
heces se analizaron por los métodos directo (solucion
salina al 0,85% - lugol diluido), de concentraciéon (Kato
cualitativo, Faust con sulfato de zinc al 33%, Baerman)
y coloracién temporal de Quensel. La diversidad de
parasitos intestinales diagnosticados se expresa como
individuos monoinfectados (diagnosticados con una
sola especie parasita) y poli-infectados (mas de una
especie) para cada comunidad estudiada.

El presente estudio tuvo un disefio descriptivo de tipo
transversal que incluyé 93 individuos entre 16 y 81 afios
de edad, que cumplieron con la extraccién de muestra
sanguinea para determinacion de hematologia completa
y a su vez con la recoleccion de una muestra de heces de
deposicion espontanea.
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Andlisis estadistico de los datos

Los datos fueron tabulados considerando la edad, sexo,
procedencia y resultados de laboratorio. Se emple6 el
programa estadistico Statgraphic 5.1 para el calculo de
frecuencias porcentuales, media y desviacion estandar.
Igualmente se evaluaron las posibles asociaciones
estadisticas entre las variables aplicando contraste
exacto de Fisher, considerando un 95% de confiabilidad.

Resultados

En relacion a la procedencia, 46,23% de la poblacion
estudiada pertenece ala Comunidad Brisas de Carabobo,
38,71% a La Unioén y el resto (15,06%) a Simén Bolivar.
La muestra estuvo conformada por 81,72 % mujeres y
18,28% hombres en un rango de 16 a 81 afos de edad,
con una media de 43,47 afios y distribuidos por grupos
etarios como se muestra en la Tabla 1.

El andlisis de la prevalencia por grupo etario mostro que
el grupo entre 42 y menos de 55 afos, presento la mayor
frecuencia de individuos infectados por al menos uno
de los microorganismos encontrados (Tabla 1).

En el estudio coproparasitologico, 55,91% de las mujeres
y 9,68% de los hombres resultaron positivos para la
presencia de por lo menos un protozoario y/o ameba
comensal, para una prevalencia general de 65,59 %. La
comunidad Simén Bolivar presento la mayor prevalencia
de parasitosis (78,59%), seguido por La Unién (63,89%)
y Brisas de Carabobo (62,79%).

En relacién a los parametros hematoldgicos se observo
anemia, pardmetro que se evalud de acuerdo al Criterio
de la OMS (2005) (17), en el 9,68% de los individuos
estudiados; leucocitosis en 17,21%, determinado segun
lo publicado por Pérez Requejo (1995) (34), y ademas
se encontrd eosinofilia en 21,73%, de acuerdo a lo
establecido por Pérez-Arellano, 2006 (3). Se observd
que la mayor frecuencia de eosinofilia coincidié con
la mayor proporciéon de individuos monoinfectados
(9,78%) (Tabla 2).

TABLA 1. Distribucion de frecuencia de resultados
coproparasitolégicos en funcién de los grupos etarios.

Infectados  No infectados
n % n % TOTAL

Grupo Etario

16 a < 29 aflos 14 15,05 8 8,60 22
29 a <42 anos 15 16,13 4 4,30 19
42 a < 55 afos 16 17,20 9 9,68 25

55 a < 68 ahos 12 12,90 10 10,75 22
68 a 81 anos 4 4,30 1 1,08 5
TOTAL 61 65,59 32 3441 93

Prevalencia de parasitosis intestinales y pardmetros hematolégicos en
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TABLA 2. Presencia de eosinofilia en relacion a la
presencia de parasitosis intestinal.

Eosinofilia No Mono Poli-
parasitados  infectados  infectados
N (%) n (%) n (%)

Presente 5 5,43 9 9,78 6 6,52
Ausente 27 29,35 26 2826 19 20,65

El promedio de los resultados en cada parametro
hematolégico discriminado por comunidad se mantuvo
dentro de los valores de referencia considerados en este
estudio (5,17, 34) (Tabla 3).

Se evidencié anemia en 11,11% (4/36) de los individuos
de La Unidad, y 11,63% en Brisas de Carabobo (5/43).
No se observé anemia en ningin individuo de la
comunidad Simén Bolivar. La intensidad de la anemia
fue leve en todos los casos de la comunidad La Union,
mientras que en Bisas de Carabobo 9,30% (4/43)
presentaron anemia leve y solo 2,33% (1/43) manifesto
anemia moderada. En ninguna comunidad se observo
relacion estadisticamente significativa de parasitosis en
funcion a la anemia (Brisas de Carabobo p =0,62; Barrio
La Unidad p = 0,15).

En la presente investigaciéon no se observo relacion
estadistica entre la presencia de pardsitos intestinales
y la eosinofilia en los individuos de cada comunidad
segun el contraste exacto de Fisher (Brisas de Carabobo:
p =0,39; Barrio La Unidad y Simén Bolivar p= 1,00). Por
su parte, los resultados obtenidos por coproparasitologia
no guardaron relacion estadistica con la presencia de
leucocitosis en individuos de las tres comunidades
evaluadas (Brisas de Carabobo p =0,14; Barrio La
Unidad p = 0,64; Simén Bolivar p =0,79).

Tras estudios por métodos directos, de concentracion
(Kato cualitativo, Faust, Baerman), y de coloracion
temporal (Quensel), se lograron identificar los
microorganismos presentados en la Tabla 4, siendo
uno de los mas prevalentes Blastocystis spp en las tres
comunidades estudiadas.

Por dltimo, la Tabla 5 muestra la prevalencia de infeccion
por parasitos intestinales y/o amebas comensales
diagnosticados por cada comunidad y las alteraciones
hematoldgicas observadas. Pese a que Simén Bolivar
fue la comunidad con mayor frecuencia de parasitosis
intestinal, los individuos no manifestaron el mayor
porcentaje de eosinofilia, leucocitosis o anemia en
relacion a las otras comunidades evaluadas.
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TABLA 3. Distribucién de frecuencia de resultados coproparasitologicos
en funcién de los grupos etarios.

Parametro Brisas La Simén

hematoldgico de Carabobo Unidad Bolivar
X ds X ds X ds

Hb (g/L) 13,41 0,23 13,19 0,19 13,64 0,42

Hto (%) 40,66 0,66 40,45 0,56 42,24 1,18

Recuento

Leucocitos/mm? 7560 273 8648 584 6957 433

Recuento absoluto

Eosinéfilos/ mm? 269 43,8 613 199 187 55,18

Recuento

Plaquetas/103mm’ 278 9,87 232 12,21 491 200

x: Promedio; ds: Desviacion estandar.

TABLA 4. Distribucion de especies parasitarias y comensales segun la procedencia.

Microorganismo Brisas La Simoén
de Carabobo Unidad Bolivar
f (%) f (%) (%)
Blastocystis spp 44,19 52,78 50,00
Entamoeba
histolytica/dispar 4,66 5,56 0,00
Giardia intestinalis 0,00 2,78 0,00
Endolimax nana 46,51 16,67 35,71
Entamoeba coli 16,28 11,11 21,30
TIodamoeba bustchlii 11,63 0,00 0,00
Chilomastix mesnilli 2,33 0,00 0,00
Dientamoeba fragilis 2,33 2,78 0,00

TABLA 5. Prevalencia de parasitosis y alteraciones hematoldgicas segun la procedencia.

Procedencia Prevalencia de Parasitosis Alteraciones Hematolégicas
No Mono Poli Anemia! Eosinofilia> Leucocitosis?
parasitados (%) infectados (%) infectados (%) (%) (%) (%)
Brisas de Carabobo 37,21 25,58 37,21 11,63 13,95 9,30
La Unién 36,11 47,22 16,67 11,11 33,33 30,56
Simon Bolivar 21,43 50,00 28,57 0,00 15,38 7,14

! Criterio de la OMS (2005): anemia en Hombres <13 g/dL y en mujer < 12g/dL (17).

*Eosinofilia presente cuando el recuento absoluto de Eosinéfilos sea >450/mm? (3).

*De acuerdo a los valores normales expresados por Pérez Requejo, 3ra Edicion 1995, se considerd
Leucocitosis un recuento de leucocitos > 10.000 /mm?(16).
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Discusion

Las parasitosis intestinales son consideradas un
problema de salud publica bastante comun tanto en el
ambito nacional como internacional. La prevalencia
de parasitosis obtenida en este estudio resulté un poco
mas alta a la reportada por autores de investigaciones
latinoamericanas tales como Iannacone y cols en Pera
(54,7%) (18), Londoio y cols en Colombia (54,7%) (19),
Indelman en Argentina (41%) (20) y Sanchez y cols en
México (31,2%) (7). En Venezuela se han reportado
prevalencias que oscilan entre 38,9% a 83,9% (1, 13, 21-
24),1a amplia variacion entre los valores esta relacionada
con las caracteristicas sociales, sanitarias y culturales de
cada comunidad (24, 25), por lo que en las poblaciones
rurales o urbanas marginales se distingue una mayor
parasitosis (13, 21, 23, 26). De este modo, la tasa de
infecciones diagnosticadas por coproparasitologia de la
presente investigacion en la comunidad del Municipio
Valencia; resulté similar a la obtenida por Barén y cols,
quien report6é una prevalencia de 58,4% en el mismo
municipio para el aflo 2007 sin presencia de helmintos
(1).

La mayor prevalencia de infeccién por grupo etario se
observo en individuos entre 44 y menos de 55 afios.
Por su parte en el Boletin Epidemiolédgico de la semana
Nro. 44 del afio 2014 (12) se observa el mayor nimero
de casos de diarreas en el grupo etario entre 25 y 44 afos
que coincide con el grupo de individuos diagnosticados
con amibiasis. Por lo cual se considera importante
realizar estudios epidemiolégicos con mayor rango de
accién en los municipios Naguanagua y Valencia para
comprender el comportamiento de las infecciones
parasitarias.

Es importante destacar que aun cuando la comunidad
Simoén Bolivar presenté una frecuencia de parasitosis
intestinal mdas elevada, Brisas de Carabobo obtuvo
la mayor tasa de poli-infecciéon (Tabla 5), a pesar de
ser comunidades aledafas del mismo Municipio;
deduciendo que esta situacion sea debida a
irregularidades en el servicio de agua de consumo
humano o bien por insalubridad e inadecuado
saneamiento ambiental, hacinamiento, condiciones
precarias de vivienda, la contaminacion fecal de la tierra,
la carencias en educacion sanitaria, habitos higiénicos
inadecuados y una calidad de vida deficiente, facilitando
asi la diseminacion de parasitos intestinales.

El predominio de infecciones por protozoarios en los
individuos de estas poblaciones concuerda con trabajos
similares a nivel nacional (27 - 30) e internacional (18).
Igualmente, concuerda con la frecuencia de protozoarios

Prevalencia de parasitosis intestinales y pardmetros hematolégicos en
pacientes de tres comunidades urbanas del estado Carabobo.

descrita por investigadores parasitélogos y expertos
(14), quienes lo consideran un indicador importante de
la precaria calidad del agua para consumo humano que
afecta a gran parte del pais.

Es importante sefialar que aun cuando solo se
analiz6 una muestra fecal por persona, la sensibilidad
diagnostica aumentd al implementarse métodos de
concentracion para la recuperacion de protozoarios y
helmintos intestinales en dichas muestras.

Blastocystis spp fue uno de los parasitos que mostro
mayor frecuencia en las tres comunidades (tabla 4), que
coincide con los hallazgos de los autores Devera y cols
(13,31,32), Stranieri y cols (23), Perez y cols (2), entre
otros, en comunidades de Venezuela. En segundo lugar
se encuentra la especie Endolimax nana, diagnosticada
por observacion microscdpica de su forma quistica,
aunque ésta es una ameba comensal, pone en evidencia
la mayor predisposiciéon de adquirir infecciones por
parasitos patégenos que cumplan la misma ruta de
transmision, tal como ocurre con E. histolytica, agente
causal de la amibiasis, asi como también cualquier otro
patdégeno intestinal que tenga como puerta de entrada
la via oral. Es por ello que los estudios de prevalencia
de parasitosis intestinal siempre resultan en un gran
aporte socio-epidemioldgico, siendo empleados como
indicadores de salubridad.

Concuerdan los hallazgos de esta investigacién con lo
reportado por Herrera en el 2005 (33), quien expone
que los protozoarios intestinales no generan cambios
hematoldgicos drasticos, exceptuando los casos de
infeccion de larga data, o las producidas por coccidios
tales como Isospora belli. Es asi como no se observan
anemias marcadas, pudiendo asociarse los pocos
casos obtenidos a posibles deficiencias de vitaminas y
minerales en la dieta diaria.

La eosinofilia observada no resulté un parametro
relevante posiblemente debido a que solo se detectaron
protozoarios intestinales, los cuales no tienen migracion
tisular y por tanto no aumenta el nimero total de
eosindfilos en sangre como respuesta inmunologica. Por
tanto, los pocos casos de eosinofilia detectados pudieran
estar relacionados con otras condiciones fisioldgicas o
patoldgicas tales como alergias o asma.

Conclusiones

Se evidencio que la comunidad Simén Bolivar
presentd mayor prevalencia de parasitosis intestinal,
aunque la comunidad Brisas de Carabobo mostrd
mayor proporcion de poli-infecciéon. Dado que estas
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comunidades son aledanas, se deduce que comparten
factores sociosanitarios predisponentes a estas
infecciones. La comunidad Simén Bolivar también
resulté ser la que presento mayor porcentaje de
individuos monoinfectados. El agente parasitario mas
frecuentes en las tres comunidades fue Blastocystis spp.
y entre las amebas comensales Endolimax nana.

No se encontr6 evidencias estadisticamente
significativas entre la frecuencia de parasitosis
encontrada en cada comunidad con los resultados de los
analisis hematologicos determinados, principalmente
con la eosinofilia, posiblemente debido a la prevalencia
de protozoarios intestinales.

Recomendaciones

Estudios de prevalencia de parasitosis intestinal en
poblacién adulta discriminado por rango de edades,
ordenamiento poblacional (urbana, suburbana o rural),
y caracteristicas clinicas permitiran crear politicas
publicas y sanitarias mas eficientes y consecuentes
con la situacién actual con el fin de disminuir las tasas
de parasitosis intestinal que presenta actualmente la
poblacion venezolana.

Partiendo de la premisa de que a mayor carga
parasitaria y/o al presentar diversos agentes parasitarios
se compromete el estado de salud del individuo,
desencadenando patologias complicadas; se recomienda
realizar investigaciones que incluya el analisis de
las condiciones socio-sanitarias que pueden estar
relacionadas con este evento, a fin de promover acciones
avocadas a minimizar los factores predisponentes en
estas comunidades, tomando especial interés el abordaje
de Brisas de Carabobo.
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RESUMEN:

El Anuario de Mortalidad en Venezuela report6 en el afio 2.008 3.150 muertes infantiles por “sindrome de dificultad
respiratoria del recién nacido” y “dificultad respiratoria del recién nacido”. El gen APOE codificala Apolipoproteina-E
que interviene en el metabolismo lipidico incluyendo fosfolipidos, justificando su analisis en relacion ala Enfermedad
de Membrana Hialina (EMH). EL gen APOE humano es polimdrfico y esta asociado a diversos trastornos del
metabolismo lipidico. Por esta razon, se estudid su posible relacion con la sintesis del surfactante pulmonar y por
ello con la EMH en neonatos prematuros. Se realiz6é una investigacion tipo campo experimental, para la cual se
tomaron muestras de sangre periférica de 64 neonatos prematuros, pacientes del Hospital Universitario de Caracas,
UCV, durante el periodo enero 2008 a diciembre 2009. En el laboratorio de Patologia Molecular, UCV, se realiz6
aislamiento del ADN gendémico de las muestras y mediante la técnica de RFLP-PCR se genotipific6 el gen APOE
en los pacientes con o sin la enfermedad. No se encontré asociacién entre polimorfismo del gen y la enfermedad
estadisticamente significativa. Adicionalmente se comparo la distribucién de las frecuencias de los alelos del gen
APOE entre la poblacién de neonatos prematuros estudiada en este trabajo y una poblacién de individuos sanos que
tomamos como posible control, se encontré que el alelo €2 del gen pudiera estar relacionado con un menor riesgo a
ser prematuro, o tener un efecto protector a favor de nacer a término. Este hallazgo sera corroborado o descartado
mediante el estudio de la distribucion de frecuencias de alelos del gen en una poblacién de neonatos a término del
mismo servicio de neonatologia del Hospital Universitario de Caracas.

Palabras claves: APOE, Polimorfismo, Surfactante Pulmonar, Sindrome de dificultad respiratoria neonatal,
Enfermedad de Membrana Hialina, Recién nacido prematuro.

GENE POLYMORPHISMS OF APOLIPOPROTEIN-E ASSOCIATED WITH HYALINE
MEMBRANE DISEASE OF THE NEONATE.

SUMMARY

The Yearbook of Mortality in Venezuela reported 3150 infant deaths for respiratory distress in the year 2008. The
APOE gene encodes apolipoprotein-E involved in lipid metabolism including phospholipids, justifying its analysis in
relation to hyaline membrane disease (HMD). The human APOE gene is polymorphic and is associated with various
disorders of lipid metabolism. For this reason, we studied its possible relationship to pulmonary surfactant synthesis
and thus with the HMD in preterm infants. This research was conducted experimental field type, for which samples
were taken from peripheral blood of 64 preterm infants, patients in the Hospital Universitario de Caracas, UCV,
during the period January 2008 to December 2009. In the laboratory of Patologia Molecular was performed isolation
of genomic DNA samples and by RFLP-PCR technique the APOE gene was genotyped in patients with or without the
disease. No association between gene polymorphism and the disease was statistically significant. Additionally we
compared the distribution of the frequencies of the APOE gene alleles between the preterm population studied in
this work and a population of healthy individuals as possible to take control, we found that the gene €2 allele might
be associated with a decreased risk of being premature, or have a protective effect for born at term. This finding will
be confirmed or ruled out by studying the frequency distribution of alleles of the gene in a population of term infants
of the same neonatal ward at the Hospital Universitario de Caracas.

Keywords: APOE, Polymorphism, Pulmonary surfactant, Neonatal respiratory distress syndrome, Hyaline
membrane disease, premature newborn

Introduccion Existen muchas causas de insuficiencia respiratoria en
el RN, incluyendo una sedacién excesiva de la madre,
traumatismos de la cabeza fetal durante el parto,
aspiracion de sangre o liquido amnidtico e hipoxia
intrauterina debida a opresiones del cordén umbilical

Muchos recién nacidos (RN) prematuros mueren o
sufren graves consecuencias por causa del Sindrome
de Dificultad Respiratoria (SDR) asociado a inmadurez
pulmonar.

Solicitar copia a: Joseba Celaya. (e-mail: celayaj@med.ucv.ve; jcelaya@ivic.gob.ve )

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2015; Vol 18(1): 14-22.




Michelli y col.

alrededor del cuello. Sin embargo, la causa mas
frecuente es el Sindrome de Dificultad Respiratoria del
recién nacido asociado a inmadurez pulmonar. Segun
el Anuario de Mortalidad en Venezuela, de la Direccion
de Epidemiologia del MPPS (Ministerio Popular Para
la Salud) en el ano 2008 la mortalidad por Dificultad
respiratoria del recién nacido fue de 3150 nifos (1889
varones, 1261 hembras) (1).

La Enfermedad de Membrana Hialina (EMH) se
caracteriza por la formacion de exudados secundarios
que microscopicamente se observan como un material
amorfo depositado en la pared de los alvéolos
pulmonares, cursando tempranamente con un serio
compromiso de la funcién respiratoria, que en muchos
casos puede conducir alamuerte. Su causa fue establecida
como un déficit de surfactante en 1959 por Avery y
Mead (2). Si el nifo no fallece por infeccion secundaria
y otras complicaciones, en algunos casos pueden quedar
graves secuelas como Displasia Broncopulmonar (3),
Retinopatia severa (4) o también presentarse trastorno
en el desarrollo neurolégico (5).

Otras posibles influencias en su aparicion son la diabetes
materna, la cesdrea antes del comienzo del trabajo de
parto y el embarazo gemelar.

El surfactante pulmonar es una sustancia tensoactiva
producida por los neumocitos tipo II, que disminuye la
tension superficial a nivel de la interfase aire-liquido en
la pared alveolar previniendo su colapso (6) y sin cuya
funcion se dificulta progresivamente la posibilidad de
intercambio gaseoso conduciendo a hipoxia severa. El
SDR ocurre en alrededor del 60% de los nifios nacidos
con menos de 28 semanas de gestacion, del 15 al 20%
de los nacidos entre las 32 y 36 semanas de gestacion y
menos del 5% en aquellos nacidos después de la semana
37 de gestacion (7).

Bioquimicamente el surfactante pulmonar estd
compuesto por 90% de lipidos y 10% de proteinas
(8). Siendo la porcién lipidica (principalmente
fosfolipidos como la fosfatidilcolina), el elemento mas
abundante del surfactante y al que principalmente se
debe la disminucion de la tension superficial. Una de
las apolipoproteinas de la sangre que mads participa
en el transporte de los lipidos en el organismo para
su metabolismo es la Apolipoproteina-E (ApoE).
Existen varios trabajos experimentales que indican la
importancia de esta apoproteina en el metabolismo de
fosfolipidos como la fosfatidilcolina y de sus niveles en
el surfactante alveolar (9). Algunos estudios han hallado
también que ratones deficientes en ApoE contienen
menos fosfatidilcolina en el cerebro que los controles
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(10), mientras que por otro lado se demuestra que es
necesaria la molécula completa de la proteina para
unirse a su receptor y a los fosfolipidos (11). Igualmente
se ha observado que la ApoE modula la homeostasis del
colesterol y de los fosfolipidos en el sistema nervioso
(12, 13) y que puede estimular su secrecion en los
neumocitos tipo II (14). Estudios de la expresion de los
receptores de lipoproteinas y de ApoE en ratas de edad
perinatal mostraron su influencia en la carga de lipidos
por los fibroblastos en pulmon, durante la maduracion
pulmonar (15). Ademas, se han descrito casos debidos
a cambios en los genes de las proteinas del surfactante,
como polimorfismos de sus alelos (16) o mutaciones
recesivas de alguna de ellas (17).

La apolipoproteina E (Apo E) fue descubierta al
principio de la década de los setenta, formando parte del
componente protéico de algunas lipoproteinas ricas en
triglicéridos. De inmediato se hizo evidente que la Apo
E era un determinante significativo en el metabolismo
del colesterol, por lo que se convirti6é en el foco de
un intenso escrutinio cientifico (18) que contintia en
nuestros dias.

La Apolipoproteina-E humana circula en el plasma
asociada con todas las clases de lipoproteinas. Su
estructura primaria se determiné inicialmente por
secuenciacion de los aminodcidos de la cadena de la
Apo E purificada a partir de la fraccion VLDL humana
(19); posteriormente se confirmé por secuenciacion del
ADN complementario (ADNc) obtenido a partir del
ARN mensajero (ARNm) del gen APOE de rata (20) y
posteriormente del ADNc del del gen (APOE) humano
(21). Es una llave moduladora de la homeostasis del
colesterol y lipidos sanguineos. Es un mondmero
de 299 aminoacidos, con un peso molecular de 35
kDalton que consiste de dos dominios plegados de
manera independiente: el dominio amino-terminal de
22 kDalton (residuos 1 al 191) que se une con mucha
afinidad a los receptores celulares de lipoproteinas y
débilmente con lipidos (vecindad de los residuos 136
- 150), y el dominio carboxi-terminal de 10 kDalton
(residuos 216 — 299), que contiene los elementos de
afinidad conloslipidos que forman parte delas particulas
esféricas de lipoproteina (22). El gen de la ApoE esta
situado en el brazo largo del cromosoma 19 (19q13,2)
tiene 3612 pares de bases de longitud esta compuesto
por cuatro exones espaciados por tres intrones y es
polimdrfico. Aparte de algunas raras variantes que se
han identificado, los tres alelos mas frecuentes descritos
en la poblaciéon mundial son e2, e3 y e4, codominantes,
que codifican las tres principales isoformas de la ApoE

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2015; Vol 18(1): 14-22.




Michelli y col.

(E2, E3 y E4) y generan tres genotipos homocigotos y
tres heterocigotos. La isoforma mas frecuente de esta
apoproteina, E3, se caracteriza por tener en la posicion
112 un residuo de cisteina (cisteinall2) y un residuo
arginina en la posicion 158 (argininal58), en la region
de unioén a receptores. La isoforma E4 (argininall2 y
argininal58) estd asociada con colesterol elevado y
es un factor que eleva el riesgo de sufrir demencia
tipo Alzheimer (23). La isoforma E2 (cisteinall2 y
cisteinal58) esta asociada a hiperlipidemia tipo III
(24,25).

La funcién primordial de la Apo E es servir como
ligando de las lipoproteinas a sus receptores celulares;
sus tres principales isoformas difieren en su afinidad
por la familia de receptores de lipoproteinas y particulas
ricas en triglicéridos. La isoforma E3 es la mas frecuente
en todos los grupos humanos especialmente en aquellas
poblaciones con una antigua raigambre agricola y de
produccién de alimentos como las de la cuenca del
Mediterraneo. Se ha publicado que los portadores del
alelo €4 son mas sensibles a los lipidos provenientes de
la dieta, esto estaria asociado con una mejor absorcién
a nivel intestinal de ellos, incluidas las vitaminas
liposolubles como A, D, E y K, lo cual representaria una
ventaja en ambientes dondelaalimentacion es escasay de
disponibilidad irregular (26). La presencia delaisoforma
E4 dela proteina se ha descubierto relativamente elevada
en muchas poblaciones aborigenes, a nivel mundial,
donde persiste una tradiciéon de subsistencia de cazador-
recolector y la provision de alimentos es, o fue hasta
épocas recientes, escasa o de dificil acceso (26). En las
sociedades industrializadas modernas los portadores
del alelo e4 tienen los niveles mas altos de colesterol
total y LDL-colesterol, mientras que los portadores del
alelo e3 presentan un nivel intermedio y los del alelo e2
presentan un nivel menor. Igualmente los sujetos con
diferentes genotipos de APOE difieren en la eficiencia
de absorcién de colesterol exdgeno desde el intestino
delgado (27). En poblaciones indigenas americanas que
aun conservan su estilo de vida ancestral, se encontro
que a pesar de existir en éstas una elevada frecuencia
del alelo e4 (la frecuencia de e2 es casi nula), ellas no
presentan niveles anormales de colesterol total (28,29).

Aunque es el mads frecuente, el alelo e3 es en términos
evolutivos, de aparicion reciente, de 200.000 a 260.000
afios y el alelo e2 deriva de éste (30). e4, es el tnico
presente en nuestro pariente mas cercano, el chimpancé
(Pan troglodytes) y otros grandes primates relacionados
y por eso es considerado “el alelo ancestral” (31).
Se ha propuesto que el genotipo primitivo, &4/e4,
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favorecia el ahorro de energia; “thrifty genotype”
(genotipo ahorrador), una combinaciéon de alelos
excepcionalmente eficientes en cuanto a la asimilacién
y procesamiento de alimentos (32).

Diversas investigaciones experimentales utilizando
modelos animales in vivo con ratones knockout para
el gen APOE, relacionan la apolipoproteina E con la
sintesis y el metabolismo del surfactante pulmonar.
En los mamiferos, desde los grandes primates hasta el
mas pequeiio roedor, el gen APOE es monomorfico,
solo en humanos este gen es polimoérfico. Aun no se
ha estudiado la posible asociacion entre alguno de los
diferentes alelos del gen APOE y la EMH en neonatos.
Esto justifica iniciar una investigacién en busqueda de
este tipo de asociacion.

El objetivo de este estudio fue estudiar si existe relacion
entre los alelos del gen APOE y la enfermedad de
membrana hialina en neonatos prematuros, en pacientes
del Hospital Universitario de Caracas, Universidad
Central de Venezuela.

Materiales y Métodos

La investigaciéon se realizd entre el Servicio de
Neonatologia del Hospital Universitario de Caracas
(HUC) y el Laboratorio de Patologia Molecular de
la Céitedra de Anatomia Patolégica, Universidad
Central de Venezuela, con aprobacion del proyecto
por el Departamento de Bioética del mismo hospital.
Previa autorizacion por escrito del representante del
paciente, se realizé una investigacion de campo de tipo
experimental.

El analisis se realizd durante un periodo de dos afnos
(enero 2008 — diciembre 2009). Los criterios de inclusion
comprendieron neonatos de edad gestacional menor de
36 semanas, con peso al nacer menor de 2.000 gramos,
con o sin dificultad respiratoria. Solo se excluyeron
los recién nacidos con malformaciones congénitas. La
muestra fue de 64 neonatos y su recoleccion fue de tipo
no probabilistico, mediante reclutamiento consecutivo
de prematuros sufrieran o no la enfermedad.

A cada uno de los pacientes se le tomd 2 ml de sangre
periférica en un tubo con EDTA en el Servicio de
Neonatologia, la muestra se trasladé al Laboratorio
de Patologia Molecular en cava refrigerada a 4° C con
hielo, donde se realizd la extraccion del ADN genémico
(ADNg) segun el protocolo del método de Bunce
(34,35,36), modificado y simplificado en el Laboratorio
de Patologia Molecular, usando menos cloroformo y
alcohol, y reduciendo la concentraciéon del NaCl, que
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con frecuencia ocasiona la inhibicién de la polimerasa.
Con este método se logran concentraciones de ADN
que oscilan entre 0.2 a 1 mg/mL para su posterior
amplificacion por PCR.

Para determinar la integridad y calidad del ADN
obtenido se realizo electroforesis en una mini-camara
horizontal donde se corri6 8 ul. de la muestra en un
minigel de agarosa al 1 % en buffer TAE 0,5 X (40 mM
Tris-HCI, 20 mM acido acético glacial, 1 mM EDTA pH
8,5) coloreado con bromuro de etidio.

El gen APOE fue amplificado por PCR
(Termociclador modelo PTC-100 de M]
RESEARCH, INC.) utilizando los cebadores: P1:
5-GCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGC-3 y
P2: 5-GGCGCTCGCGGATGGCGCTGAG -3, que
abarcan una region de 273 pares de bases (pb) del exon 4
que incluye los dos sitios polimoérficos del gen (37). Para
un volumen final de 25 pL, por cada muestra a analizar,
se agreg6 5uL del ADN; 10,525 pL de H,O; 5 pL buffer
5X Green; 0,1 pL de la mezcla de ANTPs (100 mM);
1,5 uL DMSO (100%); 2,5 pL MgCL2 (25 mM);
0,125 pL de cada cebador (50 pmol/pL) y 0,125 pL
de Taq-Pol Promega (5 u/pL). Las condiciones de
amplificacién del gen APOE fueron: temperatura de
inicio de 94 °C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos
de: desnaturalizacion 94°C por 30seg, alineamiento
65 °C por 30 seg y extension 70°C por 90 seg; con una
temperatura de salida de 70°C por 10 min. El producto
de PCR fue visualizado en geles de poliacrilamida al
10% (proporcion 29:1) y coloreado con una solucién
de nitrato de plata al 0,15%. También se corrié un
marcador de peso molecular de 100 bp (Promega) y un
control negativo.

En los pacientes analizados se determin el genotipo del
gen APOE mediante RFLP (Plomorfismo. de Longitud
de Fragmento de Restriccion). Para un volumen final
de 10 pL se agregaron 4,48 uL de H20, 1 uL de Buffer
Multicore 10 X (Promega), 0,02 pL de BSA (Albumina
de Suero Bovino, Promega), 0,5 pL de la enzima de
restriccion Hhal (Promega) y 4 pL del producto de
PCR. La mezcla se incubd a 37°C por al menos tres
horas. Se realizé electroforesis del producto digerido en
gel de acrilamida al 10% (proporcién 19:1) a 200 Volt,
85 mA por 45 minutos, se utiliz6 un marcador de peso
molecular de 10 bp (Promega), la tincion del gel fue con
una solucion de nitrato de plata al 0,15%. En la figura
Ne 1 se muestra un esquema de los patrones de corte de
la enzima de restriccion en el producto de PCR generado
para cada alelo y que permite identificar el genotipo por
electroforesis.
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FIGURA 1. Representacion esquematica de los 3 posibles

alelos humanos €2, €3 y ¢4 del gen APOE y los fragmentos

obtenidos con la enzima de restriccion para cada uno de
estos alelos.

Se ve el de 273 pb. Las zonas sombreadas indican los
cebadores. Las flechas hacia abajo muestran los sitios de
corte de la enzima de restriccion Hhal comunes a todos
los alelos. Las flechas gruesas, indican los puntos de
corte polimorficos (37).

Los genotipos presentados por los pacientes fueron
agrupados siguiendo la metodologia de Molero (38) y
Hutz (39): Grupo APOE 2, formado por los neonatos
portadores de los genotipos €2/e2 y €2/€3 (al menos un
alelo €2). Grupo APOE 3, integrado por el genotipo
€3/e3 (ambos alelos normales) y el Grupo APOE 4
formado por los €3/e4 y e4/e4 (al menos un alelo 4). En
la poblacion estudiada no se encontré ningun portador
del genotipo €2/e4 por lo que no fue necesario formar
un cuarto grupo.

Las frecuencias de los alelos fueron estimadas por conteo
directo de genes. Se utilizé la prueba de Ji-cuadrado
para establecer si hay una diferencia estadisticamente
significativa en la distribuciéon de las frecuencias de
los grupos y de los alelos del gen, entre la poblacién de
prematuros que no padecieron del SDR y los prematuros
que si padecieron. Esto se realizé empleando el programa
Epimax, disponible online (40). Para calcular el error
tipico correspondiente se empled la siguiente ecuacion:
Raiz cuadrada de (p(1-p)/n) . Donde p es la frecuencia
del alelo y n el nimero de cromosomas (cromosomas
19). Se realizé la comparaciéon de las distribuciones
alélicas del gen APOE, entre la poblaciéon de nifos
prematuros reclutada en este trabajo y una muestra de
poblacién de habitantes de Caracas, usuarios del HUC
para establecer OD radios (OR) mediante una tabla de
contingencia de 2 x 2 segiin Wolf 1955 (41), Haldane
1956 (42) y Glas 2003 (43).

Resultados

De los 64 neonatos del estudio, 27 fueron del
sexo masculino (42,19%) y 37 del sexo femenino
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(57,81%). En la figura N° 2, seccion A, se observa
corrida electroforética en gel de acrilamida (29:1) no
desnaturalizante al 10% de los productos de PCR que
amplifica una seccion de 273 pb del exén 4 del gen
APOE donde estan contenidos los polimorfismos. En
las seccion B se aprecian los productos de PCR posterior
a la digestion con la enzima de restriccion Hhal de 12
pacientes recién nacidos prematuros de los cuales 5 son
homocigotos para el alelo €3 (carriles B 4, 6, 10, 11 y
13) y 3 pacientes son heterocigotos para los alelos €3/e4
(carriles B 2,9y 12) 2 son heterocigotos €2/e3 (carriles B

12 3 4 5 6 7 89 10 1112 13

] ..

FIGURA 2. Amplificacién y digestion enzimatica

del gen APOE. A: Electroforesis en gel no desnaturalizante de
acrilamida al 10% (29:1) los productos amplificados por PCR de
273 pares de bases. Los carriles 1, 2, 3 y 4 representan los productos
de PCR de los pacientes, el carril 5 de un control negativo y la E
(Escalera) marcador de peso molecular de 100 pares de bases. B:
Electroforesis en gel no desnaturalizante de acrilamida al 10% (19:1)
los productos amplificados por PCR de 12 recién nacidos digerido
con Hhal. Carril 1 marcador de peso molecular (pBR322 X Msp I).
Homocigotos €3/¢€3, carriles 4, 6, 10, 11 y 13. Heterocigotos €3/¢4 los
carriles 2, 9y 12. Heterocigotos €2/¢3 los carriles 7 y 8. Homocigoto
€2/¢2 el carril 3 y homocigoto e4/e4 el carril 5.
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7y 8) 1 Homocigoto €2/¢2 (carril B 3) y un homocigoto
€4/e4 (carril C 5). No encontramos ningtn 2/4.

El gen APOE se analizé en todos los pacientes, como
se muestra en la Tabla 1 el alelo €3 y el genotipo €3/e3
fueron los que se hallaron con mayor frecuencia. Al
hacer el analisis de relacion por el método estadistico
de Ji-cuadrado se observo que no existe diferencia
estadisticamente significativa en la distribucion de los
alelos al compararla por sexo, por lo cual se trataran
conjuntamente ambos sexos como un todo, sin
distincion.

En la Tabla 2 se observa que en la poblacion de RN
estudiada, el Grupo APOE 3 es el que presenta mayor
frecuencia. Desde el punto de vista clinico, 36 pacientes
presentaron la EMH (56,25%) y 28 neonatos estaban
sanos (43,75%). Siendo la frecuencia del alelo €3 de
0,81 en el grupo con SDR y de 0,77 en el grupo sin
EMH. No encontramos una diferencia estadisticamente
significativa entre ambas poblaciones.

La Tabla 3 muestra la relacion entre los grupos segun el
genotipo detectado en el gen APOE y de los pacientes
que sufrieron de la enfermedad que sobrevivieron o
no a la misma. No hay una diferencia estadisticamente
significativa en la distribuciéon por grupo de ambas
subpoblaciones.

En el presente trabajo se compararon las frecuencias
alélicas de dos sub-poblaciones; Prematuros Enfermos
(con EMH) y Prematuros Sanos (sin EMH). No
hayamos una asociaciéon entre los polimorfismos del
gen APOE y la Enfermedad de Membrana Hialina. No
estaba prevista una poblacion de “Nacidos a Termino”
por ello, y en vista que no se hallé ninguna asociacién

TABLA 1. Frecuencia de los alelos y genotipos del gen APOE segun distribucion por sexo.

Alelo Todos (n=128) Masculino (n=54)  Femenino (n= 74) p
€2 (n*=10) 0,08+0,02 (n*=5) 0,07+0,02 (n*=5) 0,09+0,03 ns
€3 (n*=102) 0,80+0,04 (n*=43) 0,80+£0,04 (n*=59) 0,80+0,04 ns
€4 (n*=16) 0,13+0,03 (n*=6) 0,14+0,03  (n*= 10) 0,1140,03 ns
Genotipo n° F n F n° F )
€2/e2 2 0,03 1 0,04 1 0,03 ns
€2/e3 6 0,09 3 0,11 3 0,08 ns
e3/e3 41 0,64 18 0,66 23 0,62 ns
€3/¢e4 14 0,22 4 0,15 10 0,27 ns
ed/ed 1 0,02 1 0,04 0 0 ns
€2/e4 0 0 0 0,00 0 0 ns
TOTALES 64 1,00 27,00 1,00 37,00 1,00

n*= nimero de cromosomas.
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TABLA 2. Frecuencia de cada grupo del gen APOE en base a la presencia
o ausencia de la Enfermedad de Membrana Hialina en los pacientes analizados.

con EMH sin EMH OR (IC 95%) p
n f n f
Grupo APOE 2 3 0,08 5 0,18 0,4 (0,1-2,2) ns
Grupo APOE 3 25 0,70 16 0,57 2,0 (0,4-11,0) ns
Grupo APOE 4 8 0,22 7 0,25 0,7 (0,2-2,8) ns
TOTAL 36 1,00 28 1,00

OR= Oddsratio  IC=Intervalo de Confianza n= ndmero de individuos

TABLA 3. Relacién entre los grupos del gen APOE
y la mortalidad de la Enfermedad de Membrana Hialina.

Sobreviven (n) OR (IC 95%) p
Si No

Grupo APOE 2 3 0
Grupo APOE3 19 6
Grupo APOE 4 7 1
TOTAL 29,00 7,00

n= ndmero de individuos

0,6 (0,0-21,1) ns
1,0 (0,0-18,0) ns
2,2(0,2-56,9) ns

entre el polimorfismo del gen y la enfermedad de
Membrana Hialina, se decidié comparar la distribucion
de frecuencias alélicas encontradas con las reportadas
en un trabajo de Genética de Poblaciones (44) donde se
muestran las frecuencias alélicas de este gen en diversas
poblaciones venezolanas, entre ellas las de un grupo de
usuarios del mismo Hospital Universitario de Caracas
(poblacion mestiza venezolana) pertenecientes al mismo
estrato socioeconomico de los pacientes en estudio y

que se tomd como “Poblacion sana” En la Tabla 4 se
muestra una comparacion de las distribuciones de las
frecuencias alélicas y de las frecuencias genotipicas del
gen APOE entre los nifios prematuros de este trabajo
y una muestra de habitantes de Caracas usuarios del
HUC tomada como control sano. La frecuencia del
alelo €2 del gen esta muy incrementada entre los
individuos sanos con respecto a los niflos prematuros,
con un valor de OR menor a 1, indicando que pudiera

TABLA 4. Comparacién de la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del
gen APOE entre dos poblaciones de usuarios del HUC: Nifios Prematuros, este estudio y
una muestra de poblacién de habitantes de Caracas tomada como Poblacién Sana.

Sanos Prematuros OR(IC95%) p pc
n=_87 n =64
Alelo APOE n* FA. n* FA.
€2 32 0,18 10 0,08 0,37 0,004 0,012
€3 123 0,71 102 0,8 1,62 0,03 ns
€4 19 o011 16 0,13 1,16 0,33 ns
Genotipo APOE  n FG. n EG
€2/e2 0 0 2 0,03
€2/e3 27 0,31 6 0,09
€3/e3 46 0,53 41 0,64
€3/e4 5 0,06 14 0,22
e4/e4 3 0,03 1 0,02
e2/e4 6 0,07 0 0
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estar relacionado con un menor riesgo a ser prematuro,
o tener un efecto protector a favor de que los embarazos
lleguen a término.

Discusion

A diferencia de los hallazgos reportados en ratones
ApoE knockout donde Ryan y colaboradores (10)
encuentran que “la modificacion de genes envueltos en el
catabolismo de lipoproteinas, entre ellos ApoE , resultan
en hipertrigliceridemia la cual esta asociada con una
alteracion de la sintesis del surfactante pulmonar, en el
presente trabajo no se encontré ninguna asociacién entre
los polimorfismos del gen APOE de la Apolipoproteina
E humana y la Enfermedad de Membrana Hialina.

La etiologia de muchos casos de parto prematuro
permanece desconocida. Diversas investigaciones han
estudiado la relacion existente entre parto prematuro y
genes relacionados con el metabolismo del colesterol.
Entre estas publicaciones se encuentra la realizada por
Steffen KL y colaboradores (2007) donde se reporta la
influencia de variables fisiopatoldgicas, ambientales y
socioeconomicas (42). Recientemente se ha reportado
una posible predisposicion genética al parto prematuro
asociada a mutaciones o al polimorfismo de genes
que estan relacionados con el metabolismo del
colesterol: 1) DHCR7 (7-dehidrocolesterolreductasa).
Locus 11ql2-q13, relacionado con el Sindrome
de Smith-Lemli-Opitz que consiste en retardo
mental provocado por una acumulacién tdxica de
7-dehidrocolesterol debida a la deficiencia de la enzima
7-dehidrocolesterol delta 7-reductasa. 2) HMGCR
(3 o Hidroxi-3-metilglutaril-CoA-sintetasa). Locus
5pl4-p13, relacionado con el control de la tasa de
sintesis del colesterol. 3) APOA1 (Apolipoproteina Al,
Apolipoproteina de las lipoproteinas de alta densidad).
Locus 11q23-q24. 4) ABCA1 (ATP-Binding cassette,
Subfamily A, Member 1). Locus 9q22-q31, Relacionado
con el sindrome de Tangier, también conocido como
deficiencia familiar de las alfa lipoproteinas que es una
rara enfermedad hereditaria que se caracteriza por muy
bajos niveles de HDL colesterol en sangre (28). 5) APOE
(Apolipoproteina E), Locus 19q13.2, gen en estudio
en el presente trabajo y cuyo alelo €4 ha sido asociado
con parto prematuro y/o bajo peso al nacer (46).
Nuestro hallazgo sobre el efecto asociado al alelo €2 se
repite en un trabajo publicado recientemente donde
Collazo y colaboradores, en enero de 2012, encuentran
el mismo o parecido efecto protector del alelo €2
sobre la interrupcion de la gestacion en pacientes con
endometriosis (47).
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La poblacion de Venezuela como la de toda
Latinoamérica, es producto de una gran mezcla de
grupos étnicos, que se inicié hace mas de 500 afios. En
nuestro pais, asi como en el resto de América los estratos
socioeconomicos se corresponden en cierto porcentaje
con diferencias étnicas. El criterio de seleccion de las
muestras esta fuertemente afectado por estos hechos
de genética de poblaciones, por lo que el origen de las
muestras es muy importante a la hora de disefiar un
estudio (48).

Debido a que en la presente investigacion no se contaba
con un grupo control “No prematuro” con la cual poder
realizar las comparaciones de los hallazgos moleculares,
se busco en las bases de datos trabajos publicados
relacionados con el gen APOE. Por lo que se encontro
que hay pocos estudios publicados sobre la variabilidad
del gen APOE en poblacién venezolana, entre algunos
de estos se encuentran: Estudio del Genotipo de la
Apolipoproteina E (ApoE) en Escolares con Niveles
Elevados de Colesterol y/o Triglicéridos Séricos de una
Poblacién Costera Venezolana (49), Genetic Variability
of Apolipoprotein E in Different Populations from
Venezuela (44); por lo que se decidié tomar de este dltimo
trabajo recientemente dado a conocer, una “poblacion
sana” para establecer comparaciones, asumiendo
que pertenecen al mismo estrato socioecondémico en
promedio, por cuanto que son usuarios del mismo
hospital. Aun con todas las objeciones que se pueden
hacer al respecto y asumiendo que nada garantiza que
ninguno de los individuos del trabajo seleccionado
hayan sido nacidos a termino fue considerada como una
poblacion sana, presentando como hallazgo importante
una diferencia significativa en el analisis de los alelos del
gen APOE cuando se comparan con el grupo control y
los pacientes.

En la presente investigaciéon se consideraron estos
hallazgos como resultado preliminar que debe ser
corroborado, de hecho se inicié el estudio de la
distribucion delas frecuencias delos alelos del gen APOE
en una poblacidn de recién nacidos sanos a termino del
Servicio de Neonatologia del Hospital Universitario de
Caracas que seran comparados con los obtenidos con el
grupo de pacientes analizados.

Se puede concluir que no fue hallada asociacion
estadisticamente significativa entre ninguno de los
alelos del gen humano APOE y la Enfermedad de
Membrana Hialina. Sin embargo al parecer si existe una
posible relacion, por lo menos estadistica, del alelo €2
del gen APOE con un menor riesgo a ser prematuro
o con un efecto protector de nacer a término, sobre se
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esta desarrollando investigacion a fin de corroborar o
descartar la hipotesis propuesta.
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RESUMEN:

Ya con mas de medio siglo de su descripcion inicial, la epigenética esta cobrando auge en los ultimos afios gracias,
en parte, al avance en las técnicas de secuenciaciéon genética. Esta revision presenta aspectos bdasicos para la
comprension y actualizacion en el drea de la epigenética.

Palabras Clave: Epigenética, fenotipo, histonas, metilaciéon del ADN, epigenoma.

EPIGENETIC I: BASICS CONCEPTS TO UNDERSTAND THIS FIELD OF FASHION.

SUMMARY
Already more than halfa century since its earlier description, epigenetics is gaining momentum in recent years thanks
in part to advances in genetic sequencing techniques. This review presents basics for understanding and updating in

the field of epigenetics.

Key words: Epigenetics, phenotype, histone, epigenome, DNA methylation.

Imagine una célula hepatica y un podocito. Las dos
provienen del mismo ser vivo, digamos, un ser humano.
Por supuesto tienen la misma secuencia genética,
poseen nucleo y organelos, son alimentadas por el
mismo flujo sanguineo; sin embargo, sus fenotipos (sus
caracteristicas visibles) son completamente diferentes
y distinguibles. ;Qué las hace particulares tanto en
morfologia como en funcionalidad? La explicacion para
este fendmeno se encuentra en parte en la epigenética.

:Qué es la epigenética?

Sin entrar en mucho detalle en los origenes y la
controversia alrededor de este término, la definicion
mas actual y aceptada de epigenética comprende los
cambios colectivos en el fenotipo que son heredables
debido a procesos que surgen independientemente de
la secuencia primaria del ADN (1). Ejemplos clasicos de
este fendmeno lo vemos en las diferencias entre gemelos
idénticos, en los cambios progresivos de la funcién de
la cromatina durante el envejecimiento normal, y en
la inactivacion del cromosoma X en las hembras (2).
En este sentido, los mecanismos epigenéticos abarcan
las modificaciones de las bases nucleotidicas y de
las proteinas asociadas al ADN dentro del nucleo, el
remodelaje de la cromatina y los ARN no codificadores
(1L, 3).

Tenemos entonces que la expresion de los genes en

Solicitar copia a: Ana Ferndndez (e-mail: azitaf70@yahoo.com )

las células es regulada a dos niveles: una regulacion
labil que comprende el control momento-a-momento
de activadores y represores de la transcripcion, y la
regulacion epigenética, que comprende el control de la
expresion genética lo suficientemente estable para ser
transmitido de células progenitoras a células hijas (4).

Estructura basica de la cromatina.

La cromatina, el polimero de ADN-nucleosoma, es una
molécula dindmica existente en muchas configuraciones
repartidas  entre  heterocromatina  -cromatina
fuertemente compactada e inactiva-, y eucromatina, la
cromatina abierta transcripcionalmente activa [5]. La
unidad bésica de la cromatina o nucleosoma consiste en
un octamero de proteinas que contiene dos moléculas de
cada histona (H2A, H2B, H3 y H4), al cual se “enrolla”
una cadena de aproximadamente 147 pares de bases
de ADN (Fig.1). A su vez, los nucleosomas se pueden
empacar de forma irregular y plegarse en estructuras de
orden superior que se producen en diversas regiones del
genoma dependiendo del tipo o de las etapas del ciclo
celular.

En las células eucariotas, las principales funciones de las
histonas son:

1) la proteccion y el empacamiento del material genético; y

2) el andamio para la regulacion de procesos tales como la
transcripcion, la replicacion y la reparacién del ADN [6].
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La disposicion de los nucleosomas puede ser alterada
por modificaciones post-traduccionales de las histonas.
Estas modificaciones se establecen como resultado de un
proceso dinamico llevado a cabo por diferentes enzimas,
cuyas actividades estan reguladas por otros moduladores
asociados. Aunque las enzimas implicadas en modificar
a las histonas son especificas de la secuencia que rodea
el residuo de aminodacido alterado, se sabe que pueden
poseer sustratos fuera de las moléculas de histonas [7].

Modificaciones de las bases del ADN

El propio ADN puede experimentar modificaciones
covalentes (p.ej.,metilacién) que no alteran el patrén
de apareamiento de Watson-Crick (Citosina-Guanina,
Adenina-Timina); en procariotes la metilacion se
puede dar en los residuos citosina y adenosina mientras
en eucariotes la metilaciéon solo se da en el residuo
citosina; en particular, en los vertebrados la metilacion
de citosina de los dinucledtidos CpG (citosina-fosfato-
guanina) conduce a la supresion de la expresion genética
cuando se producen en una regién reguladora [5]. Es
asi como la metilacion del ADN en la region promotora
puede controlar la transcripcién de genes mediante el
reclutamiento de las proteinas de union a metilcitosina
(MBP por sus siglas en inglés Methyl-Binding Protein)
que reconocen secuencias de ADN metilado.

El control de la metilacion y desmetilacion se
encuentra en balance en condiciones fisioldgicas.
Las metiltransferasas de ADN (DNMT, EC 2.1.1.37)
catalizan la transferencia de grupos metilo a ADN a
partir de S-adenosilmetionina (SAM) transformando
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la citosina en 5-metilcitosina, mientras que el proceso
de desmetilacion esta a cargo de la familia de proteinas
TET (por Ten-Eleven Translocation).

Las DNMT se pueden agrupar en cuatro familias
distintas basadas en la homologia de secuencia
dentro de sus dominios cataliticos C-terminal:
familias DNMT1, DNMT2 y DNMT3 y la familia
Cromometilasa, Gnico en el reino de las plantas [8].
En los mamiferos, DNMT1 es la metiltransferasa de
mantenimiento (durante la replicacion del ADN en
la division celular), que preferentemente metila ADN
hemimetilado de doble cadena, mientras que DNMT3
se conoce como la metiltransferasa de novo (metila el
ADN de doble cadena no metilado o hemimetilado). El
genoma de mamiferos codifica dos metiltransferasas de
citosina funcionales de la familia DNMT3, DNMT3A y
DNMT3B, y un tercer homdlogo, DNMT3L, que carece
de actividad metiltransferasa citosina y funciona como
un factor regulador en las células germinales. DNMT3A
y DNMT3B se expresan en una variedad de tejidos
adultos, pero en niveles inferiores a DNMT1 [8].

Las proteinas TET son responsables de la conversion
de  5-metilcitosina  en  5-hidroxi-metilcitosina,
5-formilcitosina y 5-carboxilcitosina a través de tres
reacciones de oxidacion consecutivas, para luego dar
paso al reemplazo de la citosina modificada por citosina
no modificada (9).

Los patrones de metilacion de ADN pueden
proporcionar informaciéon de muchos aspectos de la
biologia, pero también funcionan como biomarcadores
en medicina (10). El patron de metilacion del ADN
aparece alterado en una serie de patologias como por
ejemplo el cancer (9), la obesidad (11) y la preeclampsia
[12], entre otras, asi como en el envejecimiento [13].
En el caso del cancer incluyen metilacion de las islas
CG en los promotores de genes supresores de tumores.
También se ha visto que la Malnutricién in utero altera
el patrén de metilacion del ADN en células germinales
que son subsecuentemente transmitidas y mantenidas
en células somaticas, por lo tanto influenciando el riesgo
de enfermedades en la descendencia (14,15).

Modificaciones post-traduccionales de la cromatina o
el “Codigo de las histonas”.

La region amino terminal de las histonas puede ser
modificada enzimaticamente por metilacion de los
residuos lisinas (Lys 0 K) o arginina (Argo R), acetilacion,
biotinilacién, sumoilacion o ubiquitinizacion de lisinas,
fosforilacion de serina (Ser) o treonina (Thr), entre
otros (tabla 1).
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TABLA 1. Modificaciones post-traduccionales identificadas en las histonas.

Histona Residuo Modificacién Funcién
H1 Lys26 Metilacién Silenciamiento transcripcional
Ser27 Fosforilacion Descondensacién de cromatina, activacion transcripcional
H2A Serl Fosforilacion Mitosis, ensamble de cromatina, represion transcripcional
Lys4 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys5 Acetilacion Activacion Transcripcional
Lys7 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys9 Biotinilacién Desconocido
Lys13 Biotinilacién
Lys119 (mamiferos) Ubiquitinacion Espermatogenesis
Thr119 (D. melanogaster) Fosforilacién Mitosis
Ser122 Fosforilacion Reparacion de ADN
Lys126 Sumoilacién Represion transcripcional
Ser129 Fosforilacion Reparacion de ADN
Ser139 Fosforilacion Reparacion de ADN
Lys5 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys6 o Lys7 Sumoilacién Represion transcripcional
Ser10 Fosforilacion Apoptosis
Lysl1 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys12 Acetilacion Activacion transcripcional
Serl4 Fosforilacion Apoptosis
Lys15 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys16 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys16/17 Sumoilacién Represion transcripcional
Lys20 Acetilacion Activacion transcripcional
Ser33 Fosforilacion Activacién transcripcional
Lys120 Ubiquitinacién Meiosis
Lys123 Ubiquitinacién Activacion transcripcional
Thr3 Fosforilacion Mitosis
Lys4 Acetilacion Activacion transcripcional
Metilacion (mono, di, tri) Activacién transcripcional
Biotinilacién Expresion genetica
Arg8 Metilaciéon Represion transcripcional
Lys9 Acetilacion Activacion transcripcional
Metilacion (tri) Represion transcripcional
Biotinilacién Expresion genetica
Serl10 Fosforilacion Activacién transcripcional
Thrll Fosforilacion Mitosis
Lys14 Acetilacion Activacion transcripcional
Argl7 Metilacion Activacion transcripcional
Lys18 Acetilacion Reparacion de ADN, activacion transcripcional, replicacion
Biotinilacién Expresion genetica
Lys23 Acetilacion Reparacion de ADN, activacion transcripcional
Lys27 Acetilacion Activacion transcripcional
Metilacion Silenciamiento transcripcional
Ser28 Fosforilacion Mitosis
Lys36 Metilacion Activacion transcripcional
Lys56 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys79 Metilacion Eucromatina, activacion transcripcional, respuesta checkpoint
Serl Fosforilacion Mitosis, ensamble de cromatina, reparacion de ADN
H2B Arg3 Metilaciéon Activacion/represion transcripcional
Lys5 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys8 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys12 Acetilacion Activacion transcripcional
Biotinilacién Respuesta dano al ADN
Lys16 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys20 Metilacion Silenciamiento transcripcional (mono), heterocromatina (tri)
Lys59 Metilacién Silenciamiento transcripcional
Lys91 Acetilacion Ensamble de cromatina
Lisinas en cola N terminal Sumoilacién Represion transcripcional
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La acetilacion de lisinas en las histona 3 (H3) y la
histona 4 (H4) asociada con la transcripcion activa es el
resultado de la interaccion entre las histonas acetilasas y
desacetilasas. Las Histona acetiltransferasas (HAT; EC
2.3.1.48) catalizan la transferencia de un grupo acetilo
del acetil-CoA a lisinas especificas en las histonas.
Adicionalmente, coactivadores de la transcripcion,
como p300/CREB Proteina de Union (PCAF), presentan
actividad acetiltransferasa [16]. En contraparte, las
histona desacetilasas (HDAC; EC 3.5.1.98) son las
responsables de catalizar la eliminacion de grupos acetilo
de las histonas y se clasifican en clase I, II o III segiin
los dominios de secuencias homologas. La actividad de
HDAC es inhibida por el butirato, tricostatina A (TSA)
y acido hidroxdmico suberoilanilida (SAHA), con la
lista de los inhibidores de HDAC en crecimiento debido
al creciente interés por sus efectos en el area clinica
como farmacos contra el cancer, la inflamacidn, las
enfermedades neuroldgicas y virales [17, 18].

La metilacion de histonas es también una modificacion
epigenética dinamica gracias a la participacion de
Histona-lisina N-metiltransferasas (HMTasa, EC.
2.1.1.43) o protein-arginina metlil-transferasas (PRMT,
E.C.2.1.1.125) e Histona-desmetilasas (por ejemplo LSD,
E.C. 1.14.11.B) [19, 20]. El residuo de lisina puede estar
mono-, di- o trimetilado y, dependiendo de la posicién
en la cadena de histona, las lisinas metiladas se asocian
con la activacion de la transcripcion o la supresion
génica (20). Es asi como H3K9mel, H3K27mel,
H3K36me3, H3K79me2/3 y H2BK5mel sefnalan genes
transcripcionalmente activos, mientras H3K27m3 se
consigue en promotores represados y H3K9me3 indica
heterocromatina silenciada (20). El residuo de arginina
en las histona puede ser monometilado o dimetilado, en
este tltimo caso dando lugar a dimetilarginina simetrica
o asimetrica (21). Similar a lo encontrado con las
metil-lisinas, la metilacién de arginina en las histonas
puede indicar tanto represion (H3R8) como activacion
(H3R17, H4R3) transcripcional (22).

La ubiquitinaciéon se refiere a la adiciéon de una o
varias moléculas de ubiquitina (la ubiquitina es una
proteina de 76 aminoacidos) al grupo epsilon amino
de lisinas, modificando la funcion de la proteina
(monoubiquitination) o marcandola para su posterior
degradacion por el proteasoma 26S (23). Las histonas son
mayormente monoubiquitiniladas y esta ubiquitinacion
puede afectar a su vez a otras modificaciones de histonas,
como metilacion y acetilacion (23).

A parte de su papel en la condensacién cromosémica
y la transcripcion, la fosforilaciéon de histonas, en
particular la fosforilacion de la variante H2AX, juega
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un papel en la respuesta al dafio y reparacion de ADN
(23).

La sumoilacion consiste en la adicion de SUMO (familia
de proteinas similares a ubiquitina, por sus siglas en
inglés (Small Ubiquitin-related MOdifier protein) a
residuos lisina, particularmente en H4, lo cual conduce
al reclutamiento de HDAC o HP1 y por ende a la
represion transcripcional (24).

El ARN también participa en procesos epigenéticos.

Los ARN no codificadores (ARNnc) son ARN transcritos
a partir del ADN pero que no son traducidos en
proteinas. Muchos son funcionales y estan involucrados
en el proceso y regulaciéon de otros ARN tales como
ARNm, ARNt y ARNr. ARNnc tipo-procesador incluye
ARN nuclear pequeio (ARNnp) involucrados en el
empalme (splicing), ARN nucleolar pequeio (ARNnop)
que modifica nucle6tidos en ARNt y otros ARN. Otros
ARNnc pequeios tales como micro-ARN (ARNmi) y
ARN de interferencia corta (ARNic) estan involucrados
en la regulaciéon de ARNm y cromatina. Ademas, estan
los ARNnc largos (>200nt). Todos estos ARNnc forman
una red de procesos, la ARN-infraestructura, que se
expande en la célula no solo espacialmente ya que el ARN
se mueve por la célula, pero también temporalmente ya
que el ARN regula procesos genéticos durante el ciclo
celular (25).

Los ARNmi se derivan de transcritos que se pliegan
sobre si mismos para formar caracteristicas estructuras
de “gancho de pelo’, mientras que los otros tipos de
ARN endogenos pequeiios se derivan bien de “gancho
de pelo” largos que dan lugar a una gran diversidad de
pequeiios ARN de interferencia como de moléculas
dobles de ARN o de precursores sin ningun indicio de
doble cadena (ARNpi) (26). Los ARNmi se aparean con
ARNm lo que conduce a la represion de la transcripcion.

Existe una intrincada conexién entre los ARNnc
y los demds componentes del epigenoma, lo cual
agrega nuevos retos y posibilidades terapéuticas,
particularmente en oncologia (27).

Perspectivas y desafios para el laboratorio clinico.

El EPIGENOMA es esencialmente la interfase entre
el genoma y el medio ambiente (9). La informacion
presentada en las paginas que anteceden, es apenas
un abrebocas de lo que representa la complejidad de
los procesos epigenéticos hasta ahora reconocidos.
La epigenetica es un area aun naciente de menos de
medio siglo que actualmente “de moda” No obstante,
el continuo avance de las investigaciones en el campo
de la epigenetica es clave para la identificacion de




Ana Ferndndez

Epigenética I: Conceptos bdsicos para entender este campo de moda.

Clasificacion de ARN no-codificadores (25)

ARNnc Tamaio (nucleotidos) Descripcion

micro ARN 21-23 Regulacion de ARNm blanco.
Renovacion y diferenciacion de celulas madre.

ARN de interferencia corta 20-25 Asociados con transposones, retroelementos y
ADN repetitivo.
Guian metilacion de regiones especificas de ADN.
Degradacion de ARNm.

ARN de interaccion

con PTWT (ARNpi) 27-30 Control de transposones
ARN ligados a inactivacion

del cromosoma X 24-42 Asegura que solo uno de los cromosomas X en
hembras XX se exprese durante el desarrollo:
Xist y Tsix.

ARNnNc largo >200 Regulacion del cluster de genes Hox en insectos y

vertebrados: HOTAIR ARN

“marcadores” epigenéticos que pudieran correlacionarse
con algunas condiciones de salud/enfermedad.

En este sentido, los marcadores epigenéticos son nuevos
marcadores biologicos que deben entrar en el arsenal
de pruebas que el laboratorio clinico puede detectar
y debe estar en la obligacién de actualizar no solo su
conocimiento sino en su aplicacion. El laboratorio
del futuro a mediano plazo tendra a su disposicion
nuevas y mejores herramientas para estudiar el patrén
de metilacion de las celulas, la detecciéon de ARNnc y
el codigo de histona y asi contribuir al diagnostico y/o
prondstico de una enfermedad mucho antes de que
aparezcan los primeros sintomas.
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Envio del Trabajo
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interpretacion delos datos, redaccién del articuloy, enla revision
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La revista utiliza en forma preferencial el sistema electrdnico,
por lo tanto debe acompanar el envio de un CD, en “Word for
Windows®”, en cuya etiqueta se indique el nombre del autor
principal.

Sistema de Arbitraje

Todos los articulos originales pasan por un proceso de arbitraje
externo, realizado por tres arbitros con experticia en el tema
especifico. Las revisiones igualmente son evaluadas por
especialistas. La decision se tomara de acuerdo a la opinién de
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articulo y el arbitraje, son del dominio exclusivo del Comité
Editorial. Los autores recibiranla opiniéon de los drbitros
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modificaciones de forma y redaccion. Las respuestas deben
enviarse en un lapso prudencial, con una carta donde el autor
senale las modificaciones realizadas y argumente aquellas que
no considera adecuadas.

Normas Editoriales

Todas las partes del manuscrito deben estar escritas a doble
espacio. Cada seccion comenzara en pagina nueva, todas
numeradas, con la siguiente secuencia: pagina del titulo,
nombre completo de los autores (sin titulos profesionales),
direccion de la(s) institucion(es) donde fue realizado, y sefialar
con numeros consecutivos la que corresponde a cada autor.

Los articulos originales deben guardar la siguiente estructura:

Titulo en espafiol e inglés (corto, no mas de 15 palabras, 75
caracteres), Titulillo en espafiol Resumen y Palabras Clave
en espaiol e inglés), Introduccién, Metodologia, Resultados,
Discusion, Agradecimientos, Referencias. Cuadros e
Ilustraciones. Cada seccién debe comenzar en hoja aparte, asi
como también los cuadros e Ilustraciones con sus respectivos
pies o epigrafe.

Resumen debe establecer los objetivos del estudio, los
procedimientos basicos (seleccién, métodos de observacion
y analisis) los hallazgos mds importantes, proporcionar datos
especificos y, significacion estadistica y las conclusiones
principales sobre la base de los resultados del estudio.

No debe contener referencias ni siglas que no estén identificadas.
El limite maximo son 250 palabras y no debe ser estructurado.

Al final del resumen deben estar 3 a 10 palabras clave, que
incluyan descriptores en inglés, de la lista del “Medical Subject
Headings (MeSH) y en espailol de la lista de “descriptores en
Ciencias de la Salud” (DECS).

Introduccién expresa el proposito del articulo, los antecedentes
internacionales y nacionales, mediante referencias actualizadas.
En el ultimoparrafo de la introduccion debe aparecer en forma
clara y precisa el objetivo del estudio.

Metodologia describa claramente como se eleccionaron los
sujetos que participaron en el estudio, edad, sexo y otras
caracteristicas importantes. En los manuscritos de revision
se incluird una seccion en la que se describan los métodos
utilizados para localizar, seleccionar o extraer los datos.

Los estudios con humanos deben dejar constancia escrita de
la aprobacién por parte del Comité de Etica de la instituciéon
donde se realiz6 la investigacion, asi como el consentimiento
de los individuos que participaron vy, evitar en todo momento
que puedan ser identificados, tener especial cuidado con las
fotografias. Cuando se trate de experimentos con animales,
mencione si se cumplieron las normas de la institucion acerca
del cuidado y uso de animales en el laboratorio.

Describa los métodos estadisticos con detalle suficiente para
que puedan verificarse los resultados. Defina los términos, las
abreviaturas y los simbolos estadisticos. Cuando sea posible,
cuantifique los resultados y preséntelos con indicadores
apropiados de medicion de error o incertidumbre (como
intervalos de confianza).

Resultados. Presente los resultados en el texto, cuadros,
ilustraciones y figuras en una secuencia logica. No repita en el
texto la informacién que contienen los cuadros y figuras, solo
destaque lo mas importante. Utilice en esta seccion el tiempo
pretérito.

Discusion. Destaque los aspectos nuevos e importantes del
estudio y las conclusiones que se derivan de los resultados.
Cuidese de no repetir la informacién ya presentada en las
secciones anteriores. Relacione las observaciones con la de
otros estudios internacionales y nacionales, incorporando en la
discusion el andlisis de las referencias bibliograficas actualizada
relacionadas con el estudio. Establezca el nexo entre las
conclusiones y los objetivos del estudio, y cierre la discusién con
la conclusién mas importante del estudio o con la propuesta de
nuevas hipdtesis, cuandoestén justificadas.

Las Revisiones pueden ser solicitadas por el Editor
preferentemente a especialistas sobre un tema de importancia
cientifica en la actualidad, pero también se aceptan revisiones
de autores, las cuales seguiran el proceso de arbitraje externo
En la revista también se publican reportes cortos de hallazgos
de interés para el ambito de la revista, asi como casos clinicos
cuya ocurrencia sea un verdadero hallazgo.

Las cartas al editor, por lo general estan referidos a comentarios
de articulos recientes publicados en la revista y su extension no
debe ser mayor a dos paginas.

Cuadros. Cada cuadro debe escribirse a doble espacio, sin lineas
verticales ni horizontales internas y en hoja aparte. Numérelos
consecutivamente con numeros arabigos y asigne un titulo
breve en minuscula. Cada columna llevara un encabezamiento
corto o abreviado. En las notas al pie se explicaran todas las
abreviaturas no usuales empleadas en el cuadro. Si incluye datos
publicados o inéditos o de otra fuente, obtenga la autorizacion
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para reproducirlos y conceda el reconocimiento al autor. No
incluya més de 5 cuadros, maximo de 5 columnas y 8 filas.

Ilustraciones (Figuras) Las figuras deben estar dibujadas en
forma profesional (archivos electronicos de las figuras en
formato JPEG o GIF). Se numeran en forma consecutiva con
nimeros arabigos. Las fotografias deben ser en blanco y negro,
con buen contraste, en papel satinado con las siguientes medidas
127x173 mm, sin exceder 203x 254 mm. Ubicar una por pagina,
titulo breve y una leyenda que facilite la comprensién del
contenido.

Agradecimientos Aparecen al final del texto, alli se incluyen
las colaboraciones que deben ser reconocidos pero que no
justifican la autoria, ayuda técnica, apoyo financiero y material
y las relaciones que puedan suscitar conflicto de intereses.

Referencias .Las referencias bibliograficas dan el soporte
cientificoal estudio realizado, por lo tanto deben ser recientes,
preferiblemente de los ultimos cinco afos. Las referencias
internacionales y nacionales constituyen antecedentes del
estudio que se estd publicando, de esta manera, también
reconocemos la labor de los investigadores venezolanos que
han aportado al tema en estudio. Numere las referencias
consecutivamente siguiendo el orden como se mencionan por
primera vez en el texto. Cite cuidadosamente en el texto, cuadros
y figuras todas las referencias con un nimero entre paréntesis.
Cuide que la escritura reproduzca fielmente el articulo original
y vigile la escritura en inglés, para evitar cometer errores al
transcribir la informacion.

Las referencias bibliograficas en Acta Cientifica de la Sociedad
Venezolana de Bioanalistas Especialistas, siguen el estilo de
las normas de Vancouver. (http://www.icmje.org.). Abrevie los
titulos de las revistas de acuerdo con el estilo del Index Medicus
y consulte la lista de revistas indizadas en (http://www.nlm.nih.
gov). No se aceptan como referencias resimenes. Los articulos
aceptados pero que todavia no se han publicado, se indican
como ‘en prensa’, con la informacién de la revista donde fue
aceptado.

Ejemplos de referencias:

Articulos de revista

Enumere los primeros seis autores y afiada la expresion “et al”
1. Articulo de revista ordinario

Bremer AA, Byrd RS, Auinger P. Racial trends in sugar
sweetened beverage consumption among US adolescents: 1988-
2004. Int ] Adolesc Med Health 2011; 23(3):279-86.

Libros
2. Individuos como autor:

Casademunt J. Sobrepeso y obesidad infantil. Barcelona:
Editorial Océano; 2005.

3. Editores como autor:

Aleman M, Bernabeu-Mestre B, editores. Bioética y Nutricion.
Alicante. Universidad de Alicante: Editorial Agua Clara; 2010.
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4. Capitulo de libro:

Lopez de Blanco M, Landaeta-Jiménez M. Los estudios de
crecimiento y desarrollo fisico en Venezuela. En: Fano V, Del
Pino M, Cano S, compiladores.

Ensayo sobre crecimiento y desarrollo presentado al
Dr. Horacio Lejarraga por sus colegas y discipulos. Buenos
Aires: Paidos; 2011. p. 431-454

Material electrénico
5. Articulo de revista en Internet:

Vazquez de la Torre MJ, Vazquez Castellanos JL, Crocker
Sagastume R. Hipertensioén arterial en nifios escolares con
sobrepeso y obesidad. Respyn [Serie en Internet] 2011 Jul-Sep

[citada 5 nov 2011]; 12(3): [6 pantallas]. Se consigue en: URL:
http://www.respyn.uanl.mx/xii/3/articulos/Hipertension
arterial.htm.

Para otros ejemplos de formato de referencias bibliograficas, los
autores deberian consultar la pagina web: http://www.nlm.nih.
gov/bsd/uniform_requirements.html. Para cualquier otro tipo
de informacién se sugiere consultar: Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and
Editing for Biomedical Publication Updated April 2010. http://
www.icmje.org.

Antes de enviar el articulo, revise cuidadosamente las
instrucciones a los autores y verifique si el articulo cumple
con los requisitos editoriales de la revista Acta Cientifica de la
Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas.

Articulo de revision:

El articulo de revision facilita la actualizacion y revision de
un aspecto cientifico, realizado por especialistas en el tema:
ofrece al lector interesado una informacién condensada sobre
un tema, realiza interpretaciones y adelanta explicaciones en
topicos especificos relacionados al drea del Bioanalisis.

El numero méximo de autores es cuatro. El articulo requiere de,
al menos, 40 referencias con prioridad de los tltimos cinco (5)
afios. En caso de que esto no sea posible, deben especificarse las
razones (tdpicos muy poco frecuentes o muy poco investigados
previamente). El texto debera expresar con claridad las ideas a
ser desarrolladas, y tratara de transmitir un mensaje util para la
comprension del tema central del articulo de revisién.

Las secciones basicas del articulo de revision son: pagina
inicial, resumen, (en espafiol y en inglés), introduccion, texto,
referencias bibliograficas. El cuerpo de las revisiones es libre,
aunque es conveniente subdividirlo en secciones.

El autor o los autores de un articulo de revision deben plasmar
su interpretacion critica de los resultados de la revisién
bibliografica con claridad y precision, y dejar siempre la
inquietud sobre aquellos tdpicos del tema que requieren una
mayor o mas profunda investigaciéon. La extensién de los
articulos de revision no debe ser mayor de 6000 palabras,
excluyendo las referencias.
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