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AcTta CIENTIFICA ESTUDIANTIL

EDITORIAL

Relanzamiento Acta Cientifica Estudiantil 2014
Di Natale RG>

Desde los inicios del siglo pasado, nuestro pais se ha alternado entre épocas
de gran auge econémico, social y cientifico, y épocas de disminucién del progreso
en cada una de estas areas [1]. Fue precisamente en estas “épocas de oro” donde
se produjo el mayor avance cientifico en el pais y donde adquirimos notoriedad a
nivel mundial gracias a nuestros aportes. Relucen de esta forma, nombres de ilustres
médicos venezolanos como el Dr. Domingo Luciani, el Dr. Francisco De Venanzi y
el Dr. Miguel Pérez Carreflo, profesionales destacados en diversas areas de estudio,
que junto con el resto de cientificos y médicos venezolanos que contribuyeron a la
realizacion de grandes descubrimientos.

Hemos observado como en los ultimos 20 afios, ha habido una disminuciéon
importante en la produccion cientifica venezolana, no sdlo en la cantidad de trabajos
publicados, sino en la calidad de los mismos. De hecho, al evaluar la evolucién de
la produccién cientifica durante los ultimos anos, podemos ver como el indice de
productividad bibliométrica, disminuy6 un 63,3% en el periodo comprendido entre
1993 y 2008 [2]. Por otra parte, la produccién anual de articulos aumento sélo un
73,84% (+734 articulos/afo; -15 ranking) entre 1996 y 2012 (Grafica 1), valor
considerablemente menor al reportado por otros paises como Colombia, que obtuvo
un incremento de 936,98% (+5.219 articulos/afio; +10 ranking) en el mismo periodo
(Grafica 2) [3]. Estos datos demuestran la ineficiencia de las politicas de estado
implementadas durante los tltimos 20 afios para impulsar la investigacidn cientifica
nacional.

Son numerosas las razones por las cuales el conocimiento cientifico en
Venezuela se encuentra estancado, sin embargo al realizar un analisis objetivo de
la situacién actual con respecto a la produccién y publicacién cientifica, podemos
agrupar las razones que trajeron y que siguen manteniendo a nuestro pais dentro de
este “periodo de decadencia cientifica” en tres causas fundamentales.

En primer lugar, estd bien claro que las inversiones en el campo cientifico se
han dejado de lado en los ultimos afios, en parte porque las politicas del estado, han
colocado en segundo plano al desarrollo cientifico del pais. Por lo tanto, no sorprende
que las instituciones encargadas de la promocidn de actividades de desarrollo cientifico,
como los centros universitarios y sus consejos de investigacion, vivan una dificil
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Grafica 1. Articulos producidos anualmente por Venezuela y Colombia en los afios 1996 y 2012 [3].
Grafica 2. Porcentaje de incremento relativo en la produccién cientifica en Venezuela y Colombia entre
1996 y 2012 [3].

situacion presupuestaria, teniendo que disminuir y/o retardar las concesiones para proyectos a los
investigadores.

En segundo lugar debemos mencionar la ausencia de instituciones cientificas, tanto
universitarias como independientes, capaces de brindar formacién, asesoria e iniciativas a los
investigadores y a la poblacién estudiantil.

Por ultimo, la ausencia de instituciones capaces de brindar formacidn en el area de la
investigacidn junto con la falta de presupuesto para realizar trabajos originales, lleva a su vez a la
disminucién de la inclusion estudiantil al campo de la investigacion, constituyéndose de esta forma
un circulo vicioso en donde resulta cada vez mas dificil la recuperacién del impulso cientifico en
Venezuela.

Los hechos mencionados se traducen en consecuencias directas sobre la produccion
cientifica venezolana. La falta de organizacion y financiamiento para llevar a cabo protocolos de
investigacidn, ha traido como consecuencia la realizacién de trabajos de bajo presupuesto que, a
pesar de estar metodologicamente bien planteados, no podran nunca compararse o competir con
proyectos similares realizados en otras partes del mundo.

Ante la ausencia de manuscritos para publicacidn, las revistas deben sacrificar la calidad
de sus numeros mediante la reduccidon de los filtros de correccién, para poder cumplir con la
publicacién periddica establecida. La falta de trabajos originales de gran relevancia, lleva a su
vez a la disminucién de la calidad de las revistas cientificas venezolanas, revistas con factores de
impacto cada vez menor, constituidas por trabajos con bajo nivel de evidencia, que no son citados
frecuentemente por otros autores.

Estos hechos traen consigo una consecuencia inevitable, los autores de trabajos originales
de gran impacto realizados en el pais, buscan publicar sus manuscritos en revistas de mayor
renombre, lo que hace que gran parte de los conocimientos cientificos de importancia producidos
en Venezuela, se publiquen internacionalmente y no en revistas nacionales.

Bajo esta vision y dentro de esta situacion nacional y universitaria, surge el proyecto que
hemos llevado a cabo desde noviembre de 2013, cuando posterior a la eleccion del actual comité
editorial, nos hemos propuesto retomar la publicacion de Acta Cientifica Estudiantil (ACE), la
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cual, debido a la falta de una estructura organizativa bien establecida, suspendio la publicacion
periddica por tres afos consecutivos.

Estamos comprometidos con rescatar los valores sobre los cuales ACE fue creada.
Asesorados por expertos en el manejo editorial, queremos que nuestra revista sirva para brindar
un espacio de calidad en donde se refleje la produccidn cientifica universitaria, fungiendo ademas
como un ente académico, capaz de incentivar a los autores para conseguir publicaciones de alto
nivel y poder asi, promover la produccién cientifica universitaria.

Esun placer para el comité editorial de Acta Cientifica Estudiantil anunciar el relanzamiento
de nuestra revista después de tres aflos de inactividad. Agradecemos a todas las personas que
hicieron posible este proyecto y esperamos que este primer paso hacia el rescate de la producciéon
cientifica sea fuente de inspiracion para otros colegas del area editorial, que como nosotros
pretenden dar un paso adelante en el campo de la investigacion.

Renzo G. Di Natale
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TRABAJO DE INVESTIGACION

Seroprevalencia de anticuerpos IgM anti
Herpes simplex virus 1y anticuerpos IgG anti

virus Epstein-Barr en nifios
Bouffard ML'y Garcés MF>

RESUMEN
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de la vida, las infecciones causadas por ellos tienen una seroprevalencia mundial *Cétedra de bloquimica A, Es-
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El VHS-1 da lugar a numerosas enfermedades herpéticas como el herpes bucal
y queratitis. E1 EBV causa 79% de los casos de mononucleosis y persiste durante o
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con edades comprendidas entre los 5 y 13 afos, pertenecientes al colegio Agustin

Zamora Quintana de Caracas.
L Recibido: 06/07/13.
La muestra utilizada fue suero (muestras recolectadas de enero a marzo de 2012) Aceptado: 07/02/14.

y se determinaron los anticuerpos IgM anti VHS-1 e IgG anti VCA (antigeno Publicado: 02/06/14.
de la capside viral) de EBV a través de enzimoinmunoensayo. El analisis de los

resultados fue a través de técnicas estadisticas utilizando medias y porcentajes. La

seroprevalencia de anticuerpos IgM anti VHS-1 fue del 40,5% y la seroprevalencia

de anticuerpos IgG anti EBV fue del 98,9%. La presencia de anticuerpos IgM anti

VHS-1 e IgG anti EBV es altamente prevalente en la poblacion estudiada.

En relacion con EBV, la alta seroprevalencia se correlaciona con la reportada en
otros paises en vias de desarrollo, lo que recalca que la infeccion por este virus
depende del nivel socioeconémico de la poblacién y el grado de desarrollo del pais.

Palabras clave: virus, seroprevalencia, virus Epstein-Barr, herpes simplex virus,
anticuerpos.
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INTRODUCCION

os herpesvirus pertenecen a la familia

Herpesviridae, constituida por virus de

ADN de doble cadena con envoltura
que se encuentran diseminados por toda la
naturaleza y tienen la capacidad de establecer
latencia en los individuos infectados. Durante
el estado de latencia, el ADN viral se encuentra
en el interior del nucleo celular, por lo que no
es posible detectar las particulas virales; sin
embargo, bajo ciertas condiciones, los virus
pueden nuevamente replicarse y de esta manera
ocasionar una reactivacion. Esta replicaciéon en
los 6rganos blanco puede ser asintomatica, pero
la excrecidn viral que se produce es igualmente
infectiva para otro individuo. Los herpesvirus
producen infecciones que varian desde ulceras
cutaneas dolorosas hasta varicela y encefalitis.
Infectan al hombre ocho miembros de la
familia: dos virus herpes simplex (VHS-1 y
VHS-2), citomegalovirus (CMV), virus de
varicela y zoster (VZV), virus de Epstein-Barr
(EBV), herpesvirus 6 humano (HHV-6) y los
recién descubiertos herpes humano tipo 7 y 8
(HHV-7, HHV-8) [1].

Los herpesvirus pertenecen a la familia
Herpesviridae, constituida por virus de
ADN de doble cadena con envoltura que se
encuentran diseminados por toda la naturaleza
y tienen la capacidad de establecer latencia en
los individuos infectados. Durante el estado
de latencia, el ADN viral se encuentra en
el interior del nucleo celular, por lo que no
es posible detectar las particulas virales; sin
embargo, bajo ciertas condiciones, los virus
pueden nuevamente replicarse y de esta manera
ocasionar una reactivacion. Esta replicacion en
los 6rganos blanco puede ser asintomatica, pero
la excrecidn viral que se produce es igualmente
infectiva para otro individuo. Los herpesvirus
producen infecciones que varian desde ulceras
cutaneas dolorosas hasta varicela y encefalitis.
Infectan al hombre ocho miembros de la

Bouffard LM, et al.

familia: dos virus herpes simplex (VHS-1 y
VHS-2), citomegalovirus (CMV), virus de
varicela y zoster (VZV), virus de Epstein-Barr
(EBV), herpesvirus humano 6 (HHV-6) y los
recién descubiertos herpesvirus humano 7 y 8
(HHV-7, HHV-8) [1].

Las infecciones por herpesvirus son comunes
entre las personas de todas las edades, pero
tienen una mayor prevalencia en los lactantes
y los niflos. La mayoria de las primoinfecciones
virales de la nifiez no son graves e incluyen
diversas manifestaciones tales como resfriado
comun, odinofagia, fiebre, otitis, exantema,
gingivoestomatitis o herpes labial, pero en
algunos casos las infecciones primarias o las
reactivaciones de estos virus pueden causar
complicaciones un poco madas severas cOmo
encefalitis, meningoencefalitis, mononucleosis
0 querato-conjuntivitis.

El VHS-1 puede dar lugar a numerosas
manifestaciones, como el herpes bucal,
lesiones en los labios, queratitis (la causa
principal de ceguera corneal en los Estados
Unidos) e incluso encefalitis [2]. Diversos
estudios seroepidemiolégicos indican que
la prevalencia de anticuerpos contra VHS-1
varia segun la edad y el nivel socioeconémico
de la poblacién. En los paises en desarrollo el
90% de la poblacién tiene anticuerpos contra
VHS-1 [1]. La infeccion primaria suele ser
asintomadtica. Cuando es sintomatica (sobre
todo en nifios) se manifiesta con mas frecuencia
como gingivoestomatitis acompafada de fiebre
y lesiones ulcerosas que abarcan la mucosa
bucal, lengua, encias y faringe. Después de una
infeccion inicial, el VHS puede volverse latente
en el interior de los ganglios de la raiz nerviosa
sensitiva del nervio trigémino. El virus VHS se
puede reactivar y excretar en la saliva sin que
haya lesiones mucosas manifiestas [1].

La infeccion por Epstein Barr virus
(EBV) es comun en todo el mundo, con una
seroprevalencia de 90 a 95% en los adultos.
En los paises en vias de desarrollo, como
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Venezuela, practicamente todos los nifios
poseen anticuerpos producidos durante
infecciones pasadas, mientras que en paises
industrializados so6lo el 60% de los jovenes
poseen tales anticuerpos [3]. EBV causa el 79%
de los casos de mononucleosis infecciosa y el
CMV el 21% restante. En los Estados Unidos
afecta mads frecuentemente a estudiantes de
escuelas secundarias o universitarias. La
mayoria de las personas se infectan con el EBV
en algin momento de la vida. En paises en
desarrollo, la infeccion se asocia con linfoma de
Burkitt en los nifios, carcinoma nasofaringeo
y sindromes linfoproliferativos. Se mantiene
latente en la cavidad bucal y en la sangre por el
resto de la vida de la persona infectada [1].

El objetivo de este estudio, fue determinar la
seroprevalencia de anticuerpos IgM anti VHS-
1 y anticuerpos IgG anti EBV en nifios, para de
esta manera tener una visiéon mas amplia de la
prevalencia de estas infecciones virales en una
muestra de la poblacion venezolana.

MATERIALES Y METODOS

El estudio epidemioldgico se realizd en
una muestra de 126 niflos para el analisis de
anticuerpos anti VHS-1 y en 288 nifios para el
analisis de EBV, todos estudiantes del Colegio
Agustin Zamora Quintana de Caracas, se
escogieron estudiantes desde preescolar hasta
sexto grado, con edades comprendidas entre
5 y 13 afos, tanto de sexo masculino como
femenino y en aparente buen estado de salud.

A cada paciente se le extrajo una muestra
de sangre sin anticoagulante, previo
consentimiento de los padres y de los
participantes, la cual fue centrifugada. Se
obtuvo el suero de la muestra, con el que se
hicieron las pruebas seroldgicas. Las muestras
fueron tomadas entre enero y marzo de 2012.

La deteccion de los anticuerpos se
realiz6 mediante la técnica de andlisis

inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA),
utilizando kits de la division diagndstica
R-Biopharm® para ambas pruebas. En el caso de
la deteccion de anticuerpos IgM anti VHS-1, los
anticuerpos presentes en la muestra se unieron
a los antigenos de VHS-1 que recubrian los
micropocillos de la placa, una vez ocurrida esta
unién se anadié un conjugado formado por
anticuerpos anti IgM humano marcados con la
enzima peroxidasa que se fija especificamente
a los anticuerpos IgM. Posterior a la formacion
de los complejos tipicos se anadi6 TMB/
Sustrato, consiguiendo un color azul que se
transformaba a amarillo después de parar
la reaccion. La intensidad de este color es
directamente proporcional a la cantidad de
anticuerpos anti-VHS-1 IgM de la muestra,
posteriormente se procedi6 a determinar
con un lector de ELISA, las correspondientes
absorbancias de cada muestra.

En el caso de la deteccion de anticuerpos IgG
anti VCA (antigeno de la capside viral) EBV, los
anticuerpos presentes en la muestra se unieron
a el antigeno de la cépside viral presente en los
micropocillos de la placa, una vez que la unién
antigeno anticuerpo ocurria, posterior a una
incubacion, se afadié un conjugado formado
por anticuerpos anti IgG-humano marcado con
peroxidasa, el cual se fijaba especificamente a
los anticuerpos IgG. Posterior a la formacion de
los complejos tipicos se afiadié TMB/Sustrato,
que permite la formacién de una coloracién
azul que se transformaba a amarillo después de
parar la reaccion con acido sulfurico.

Para determinar si en la muestra existia la
presencia de los anticuerpos, se procedid a
evaluar el valor de absorbancia obtenido con
una tabla de valores adjunta que proporcionaba
el kit. Los valores de referencia utilizados
fueron: VHS-1 IgM negativo < 16.0 U/ml;
VHS-1 IgM intermedio 16.0 a 20.0 U/ml; VHS-
1 IgM positivo >20.1 U/mLEBV IgG negativo <
10.0 U/ml; EBV IgG intermedio 10.0 a 14.0 U/
ml; EBV IgM positivo > 14.1.
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Los calculos estadisticos fueron realizados
utilizando el software Microsoft Excel 2011.

RESULTADOS

Los porcentajes de positividad para
la inmunoglobulina M anti VHS-1 y la
inmunoglobulina G anti EBV se encuentran
representados en las tablas anexas (Tabla 1) al
igual que la positividad de acuerdo a la edad

IgM anti VHS-1 IgG anti EBV
Casos Porcentaje Casos Porcentaje
51 48,48% 283 98,95%

- Negativo
- Positivo

- Positivo
- Negativo

Tabla 1. Porcentaje de positividad para IgM anti
VHS-1 e IgG anti EBV en el grupo poblacional
estudiado.

Grifica 2. Porcentaje de positividad de anticu-
erpos IgM anti VHS-1

Grifica 3. Porcentaje de positividad de anticu-
erpos IgG anti EBV

Bouffard LM, et al.

(Tabla 2), se puede observar el mayor porcentaje
de positividad en pacientes de 8 afios de edad
(Grafica 1).

En cuanto a la tasa de prevalencia de los
Anticuerpos IgM anti VHS-1, se observé que
esta fue del 40,48%, es decir, que 51 de los
pacientes estudiados presentaban una infeccion
latente por este virus sin presentar ningun tipo
de sintomatologia aparente, el 59,52% restante
(75 nifios) no presentd positividad para los
anticuerpos anti IgM (Grafica 2).

La positividad de los anticuerpos IgG anti
EBV en la poblacion estudiada fue del 98,95%,
es decir, que 283 de los 286 nifos estudiados
habian contraido en algin momento de su vida
una infeccidn por el EBV (Grafica 3).

Cabe destacar que hasta la fecha, solo
se presentan los resultados parciales de la
seroprevalencia de anticuerpos IgG anti EBV.
La seroprevalencia de anticuerpos IgM anti
VHS-1 es un resultado preliminar, ya que aun
se encuentra en estudio un porcentaje de las
muestras obtenidas de la poblacion, lo que
pudiese determinar, al final del estudio, alguna
variacion en los porcentajes de seroprevalencia.

DiscusiON

Las  infecciones por VHS-1  son
altamente frecuentes en nifios y adultos, las
primoinfecciones suelen ser asintomaticas. En
este estudio se determiné que casi el 41% de los
pacientes estudiados presentaban una infeccion
activa por VHS-1, los cuales no presentaban
aparentemente ninguna sintomatologia
asociada. En otro estudio, realizado en Estados
Unidos, la prevalencia de VHS-1 fue del 62%
en nifos asintomaticos de 12 a 21 afos [6].

Es importante recordar que el VHS-1 es
la causa mas comun de encefalitis aguda no
epidémica, con una frecuencia anual estimada
de un caso por 250.000 a 500.000 habitantes.
La mortalidad asociada puede ser superior a
70% en ausencia de un tratamiento antiviral
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IgM anti VHS-1 IgG anti EBV
Edad (afios) |Positivos (%) | Edad (afios) |Positivos (%)
5 2 5 8
6 10 6 9
7 10 7 5
8 45 8 24
9 17 9 12
10 8 10 16
11 4 11 19
12 4 12 4
13 0 13 3

50%

40%

30%

20%

10%

0%

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Edad (afios)

Tabla 2. Positividad de IgG anti VHS-1 e IgG
anti EBV en el grupo poblacional estudiado por
edades.

Grafica 1. Distribucion de frecuencias expre-
sando los porcentajes de positividad de IgM anti
VHS-1 por y de IgG anti EBV por edades.

efectivo y los sobrevivientes pueden llegar a
presentar en ocasiones diversas secuelas de
tipo neurolodgicas relacionadas con alteraciones
en la memoria, cognitivas y de personalidad.
Cerca de un tercio de los casos son causados
por infeccién primaria por VHS-1, mientras
que dos tercios resultan de la reactivacion
viral [7]. Por lo tanto, es importante tomar en
cuenta que este tipo de pacientes asintomaticos,
como los observados en este estudio, pueden

representar un foco de infeccién para otras
personas, aumentando de esta manera la
posibilidad de padecer una complicacion
grave como la encefalitis herpética. Esto es
importante tomarlo en cuenta ya que el VHS-
1 no solamente puede reactivarse causando
herpes labial sino también esta complicacion
neurolégica [7].

El EBV puede llegar a infectar alrededor
de 90% de la poblacién mundial y persiste
de manera latente durante toda la vida en el
huésped, especificamente en los linfocitos B,
(células dianas responsables de la persistencia
de la infeccion) y en las células epiteliales de la
cavidad oral, (probablemente responsables de
su propagacion). La primoinfeccién, cuando
se produce en los primeros afos de vida, suele
cursar de forma asintomadtica, sin embargo en
la adolescencia se presenta como un cuadro
de mononucleosis. En un pequefio porcentaje
de los pacientes actua como un agente co-
carcindgeno y estd asociado con el desarrollo
de enfermedades malignas como el linfoma
de Burkitt, el carcinoma nasofaringeo y la
enfermedad de Hogdkin [1,4].

La seroprevalencia del EBV en este estudio
fue del 98,95%. En un estudio realizado en el
Estado Carabobo, Venezuela y encabezado
por Chacon MR, se observé que la prevalencia
de anticuerpos anti EBV fue del 83,33%
en una poblaciéon mayor de 16 afos, esta
prevalencia igualmente resulta elevada, aunque
es menor a la observada en nuestro estudio,
comprobando que la primoinfecciéon para
este virus ocurre en edades tempranas. Como
bien es cierto, la infeccién por EBV, depende
en gran parte del pais donde habita la persona,
del grado de desarrollo del mismo y del nivel
socioeconémico de la poblacion [4]. En los
paises en vias de desarrollo, donde se incluye
a Venezuela, la prevalencia es mayor (cerca
del 90%). El patrén de seroprevalencia para el
EBV virus es semejante al reportado en otros
paises con un grado de desarrollo similar a

ACE 2014; 9(1)
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Venezuela, en un estudio realizado en Brasil, en
el afio 2004, encabezado por Figueira CM, se
observo una prevalencia de 71% de anticuerpos
anti VCA de EBV en una poblacion de 1 a 21
afios y adicionalmente se hace referencia a la
seroprevalencia de este virus en una poblacién
indigena de la regién amazoénica donde fue del
90% (a los 5 afos de edad) [5].

Esimportanteresaltar queel EBV seencuentra
relacionado con sindromes mieloproliferativos,
Linfoma de Burkitt y carcinoma nasofaringeo.
El anticuerpo persistente contra antigenos
tempranos (anti-EA, anti D o anti R) puede
estar correlacionado con enfermedad grave,
carcinoma nasofaringeo (anti D) o linfoma
de Burkitt africano (anti R) [1]. En estudios
recientes se han encontrado relaciones del 67%,
55% y 31% de casos de linfoma de Hodgkin con

Bouffard LM, et al.

infecciones por el EBV, por lo que la prevencion
de la infeccién de este virus podria significar
una disminucion del riesgo de padecer este tipo
de manifestaciones [8,9].

CONCLUSIONES

Se ha demostrado que la adquisicion de
ambas infecciones, tanto de EBV como de
HSV, ocurre en edades tempranas, con una
seroprevalencia superior al 90% en la poblacién
de 5 a 13 afos de edad, siendo esta muestra
representativa de la poblacidon estudiada. Por
este motivo se recomienda ampliar los métodos
de control de infecciones de estos virus, como
son el lavado adecuado y constante de manos,
el uso de utensilios de comida adecuados en
especial en las escuelas y evitar el hacinamiento
de personas.
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TRABAJO DE INVESTIGACION

Evaluacion del riesgo cardiovascular en
pacientes con infeccion por VIH
Blanco AE'y Arcadi A

RESUMEN

Los factores de riesgo convencionales como hipertension arterial (HTA),
hipercolesterolemia (HC), diabetes mellitus (DM), y hébito tabaquico son
predictores utiles de morbilidad y mortalidad cardiovascular; sin embargo las
escalas de riesgo cardiovascular estan planteadas para pacientes sin patologias
inmunes. La infeccién por virus de inmunodeficiencia humana (VIH) representa
la infecciéon mas importante en la historia de la humanidad. Segun cifras de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a finales del 2011 existian 32 millones de
infectados; el advenimiento de la terapia antirretroviral y las mejoras subsecuentes
en el cuidado de los pacientes han logrado aumentar la esperanza de vida,
presentando un nuevo desafio para la medicina con la aparicion de enfermedades
cardiovasculares asociadas en pacientes VIH (+). Es por eso que nos planteamos
determinar el riesgo cardiovascular asociado a infeccion por VIH.

El presente trabajo es un estudio no experimental, descriptivo, transversal y de
campo. Se realiza con la participacién voluntaria de 100 pacientes VIH (+) de la
consulta externa del Instituto de Medicina Tropical (IMT) dela Universidad Central
de Venezuela mediante un muestreo no probabilistico casual. Los participantes
fueron sometidos a una encuesta de 45 preguntas donde se interrogaron factores
de riesgo para enfermedad cardiovascular, comorbilidades como HTA, DM e HC,
adicionalmente se registraron la presion arterial (PA), peso, altura y circunferencia
abdominal (CA). Se realizaron ademas pruebas de laboratorio para determinar
concentracion de colesterol total (CT), concentracion de lipoproteinas de alta
densidad (HDL), concentraciéon de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
concentracién de glicemia sérica.

Los resultados obtenidos permitieron evidenciar como el 14% de los pacientes
poseen un riesgo cardiovascular de entre 10 a 20% segun la escala de Framingham.
Este valor es 7 veces mayor al porcentaje de poblacion venezolana control, que
posee un riesgo cardiovascular de 1 a 3%.

Palabras clave: Dislipidemias, enfermedades cardiovasculares, Venezuela, VIH.
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INTRODUCCION

1 VIH es un Lentivirus causante del
Esindrome de inmunodeficiencia

adquirida (SIDA) que ataca
principalmente a los linfocitos CD4+. Los
pacientes VIH (+) ademads de un contaje de
CD4+ disminuido pueden presentar perfiles
metabolicos alterados como por ejemplo en
caso de padecer de sindrome metabdlico,
definido por la OMS como obesidad abdominal
(circunferencia abdominal >102 cm en
hombres y >88 cm en mujeres), concentracion
de triacilglicéridos (TAG) elevada (>150 mg/
dl), concentracion de HDL disminuida (<40
mg/dl en hombres y <50 mg/dl en mujeres), PA
>130/85 mmHg y glucosa sérica mayor a 100
mg/dl en ayunas. Estos perfiles metabdlicos
alterados se caracterizan por un estado
inflamatorio crénico que contribuye a la
génesis de numerosas comorbilidades, estado
identificado por niveles elevados de proteina
C reactiva, interleucina 6 (IL-6) y factor de
necrosis tumoral [1].

Segin la OMS las enfermedades
cardiovasculares ocupan la principal causa de
muerteanivelmundial (12,8%),especificamente
las cardiopatias isquémicas. Escenario que se
repite en Venezuela en donde la principal causa
de muerte segun el anuario de mortalidad de
2010 son las enfermedades del corazon [2].

Aunque no esta completamente dilucidada
la fisiopatologia de los eventos cardiovasculares
en pacientes VIH (+), se esbozan cuatro teorias
para la explicacion del aumento del riesgo en
este grupo de pacientes: la propia replicacion del
virus y el tratamiento que recibe el paciente, el
estado inflamatorio crénico como componente
inmunoloégico y los riesgos adquiridos por el
propio paciente como el tabaco y la edad [3,4].
Estos factores han sido agrupados de distintas
formas, el sistema mds renombrado es la
estratificacion de Framingham que considera

Blanco AE, et al.

edad, sexo, habito tabaquico, HDL, colesterol
y presion arterial sistélica como factores de
riesgo [1].

Ademas de enfrentarse a infecciones
oportunistas, los pacientes VIH (+) poseen
mayor riesgo de desarrollo de morbilidades
cardiovasculares [5]. Se ha demostrado que
el porcentaje de hombres VIH (+) con indice
de Framingham (FRS) a los 10 afios >10% era
cuatro veces mayor que los controles VIH (-) y
que este puede haber estado impulsado en parte
por la mas alta prevalencia de héabito tabaquico
y los valores mas bajos de HDL en este grupo
de pacientes [6]. En pacientes VIH (+) las
patologias cardiovasculares mads frecuentes
son el derrame pericardico y la miocarditis,
sin embargo, se ha demostrado la existencia
de disfuncién global del ventriculo izquierdo
en mas de 15% de los pacientes infectados
(demostrado por ecocardiograma), asi como
la prevalencia de HTA en mas de un tercio de
los pacientes [7,8].

La mayor prevalencia de morbilidades
cardiovasculares en pacientes VIH (+) lleva
a plantearse la posibilidad de que el analisis
de factores de riesgo cardiovasculares pueda
prevenir el desarrollo de dichas patologias.
Conociendo el riesgo incrementado en
pacientes VIH (+) se pueden planificar
abordajes adecuados para prevenir la aparicién
de enfermedades cardiovasculares, pudiendo
incrementar la calidad y esperanza de vida de
estos pacientes [9].

En el presente estudio se espera encontrar en
la muestra un mayor riesgo cardiovascular a los
10 afios en pacientes VIH (+) en comparacion
con la poblacion sana.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo transversal y
descriptivo. El mismo se realizé entre los meses
de mayo y julio del 2013, en las instalaciones
de la consulta externa del Instituto de Medicina

ACE 2014; 9(1)
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Tropical dela Universidad Central de Venezuela
(IMT). Se obtuvo una muestra de 100 pacientes
mediante un muestreo no probabilistico,
casual; los criterios de inclusion se basaron en
tratarse de pacientes VIH (+), controlados en el
IMT y que residieran en territorio venezolano,
mientras que los criterios de exclusion
fueron ser paciente VIH (-), padecer de otra
enfermedad diferente a las incluidas en el
estudio y en el caso de las pacientes femeninas,
estar embarazada.

La variable principal en estudio es el
riesgo cardiovascular a los 10 afios, calculado
mediante la escala de Framingham, la cual
es una variable dependiente, cuantitativa
y discreta. Por otra parte algunas variables
de relevancia en estudio son edad, sexo,
concentracién de colesterol sérico, HDL,
habito tabaquico y presion arterial sistdlica las
cuales constituyen parametros que se utilizan
para el calculo del riesgo cardiovascular segun
la escala antes mencionada, se trata de variables
independientes. Las comorbilidades como DM,
HTA y CT fueron igualmente consideradas.

El estudio se realiz6 con base en tres
herramientas: un cuestionario estructurado
de 45 preguntas cerradas, mediciones
antropométricas de altura, peso, circunferencia
abdominaly presidén arterial (dicho instrumento
fue elaborado por personal especializado de
la Escuela de Salud Publica de la Universidad
Central de Venezuela y aprobado por la
Sociedad Venezolana de Cardiologia) y la toma
de muestras sanguineas en las que se analizd
la concentracién sérica de glucosa, CT, LDL,
HDL y TAG mediante la utilizacién de equipos
de laboratorios Biotech.

Todo el procedimiento fue autorizado por el
Comité de Etica dela Extension de Investigacion
de la Universidad Central de Venezuela, se
utilizaron consentimientos informados por
escrito y los resultados de laboratorio fueron
entregados a los pacientes.

En cuanto al andlisis estadistico se calcul6

el riesgo cardiovascular a los 10 afios segun la
escala de Framingham, utilizando el programa
Microsoft Excel 2010 version 14.0. De la
misma forma, se realizé el andlisis estadistico
descriptivo de las variables de tendencia central
y dispersion.

RESULTADOS

La edad media del estudio fue de 42 aios, el
66% fueron pacientes masculinos mientas que
34% fueron pacientes femeninos. En cuanto a
su actividad semanal el 68% de los pacientes
refiere practicar actividad fisica durante la
semana. Entre los habitos alimenticios, el
95% de los encuestados controla la ingesta de
sal. El 54% de los pacientes no poseia habitos
tabaquicos.

En cuanto a los antecedentes familiares, s6lo
el 22% de los mismos expresé tener un familiar
con enfermedad cardiovascular. En cuanto
a los antecedentes personales, el 31% de los
participantes notific6 sufrir o haber sufrido de
alguna enfermedad entre los 30 y 50 afos de
edad, como DM (3%), HTA (5%), HC (8%) y
episodios varios de angina, tromboembolismo
pulmonar, eventos vasculo-cerebrales u otros
(9%); es importante recalcar que 6% de los
pacientes presentaban patologias simultaneas,
4% padecian de HTA e HC y 2% HTA y DM.

La media del indice de masa corporal (IMC)
y circunferencia abdominal en los pacientes
fue de 26 kg/m2 y 91 cm respectivamente. En
cuanto a la medicién de la PA, la media de los
individuos evaluados fue de 100/60 mmHg. La
media de la concentracion de glicemia sérica
fue de 88 mg/dl y para los TAG 188 mg/dl. El
25% de los pacientes presentaban sindrome
metabdlico (Grafica 1). El 30% de la muestra
presentd un riesgo cardiovascular a los 10 afos
<1% y un 10% present6é un valor de 12%, el
resto de la muestra presentd valores de entre 1
y 12% (Grafica 2).
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Grafica 1. Incidencia de sindrome metabdlico
en pacientes VIH 8') del IMT/UCYV, segtin la
ATPIII. Mayo-Julio 2013.

Grafica 2. Riesgo de enfermedad cardiovascular
en pacientes VIH (+) del IMT/UCYV segtn la es-
cala de Framingham. Mayo-]Julio 2013.

DiscusiON

Los pacientes VIH (+) poseen un mayor
riesgo cardiovascular que la poblacién no
infectada; basandonos en el estudio CARMELA
(Assesment of cardiovascular risk in seven
Latin American cities) el 2,9% de la poblacién
venezolana presenta un riesgo de desarrollo
de patologias cardiovasculares a los 10 afios

Blanco AE, et al.

de 10 a 20% [8], en contraposicion, se puede
evidenciar que el 26,36% de la muestra poseia
un riesgo de 10 a 20% (Grafica 2). Se puede
entonces afirmar que esta variable (infeccion
por VIH) puede ser la causa del aumento de
riesgo cardiovascular [8].

Por otra parte, en los resultados obtenidos
podemos observar como el 30% de la muestra
posee un riesgo cardiovascular menor al 1%
mientras que segun el estudio CARMELA el
88,6% de la poblacion venezolana posee un
riesgo menor al 1% [8]. De igual forma, segiin
el estudio CARMELA el 8,5% de la poblacion
venezolana posee un riesgo cardiovascular
mayor al 20%, valor mucho mayor al obtenido
en nuestro estudio, en donde el 3% de la muestra
posee dicho porcentaje de riesgo.

Agrupando los individuos segun la
presencia de riesgo elevado para enfermedad
cardiovascular (mds de 10% de riesgo)
evidenciamos como el estudio CARMELA
determina que sélo el 11,4% de la muestra posee
riesgo cardiovascular elevado, en contraste,
nuestro estudio permitio determinar que el
29,36% de la muestra poseia un riesgo elevado
de enfermedad cardiovascular [8].

El riesgo cardiovascular aumentado en
los pacientes VIH (+) puede deberse tanto
a la replicacion viral, el tratamiento al que
se encuentra expuesto el paciente, el estado
inflamatorio cronico o a habitos propios
adquiridos por los pacientes como el tabaquico,
pudimos analizar que el 46% de la muestra
poseia hébito tabaquico [10-12].

En nuestra muestra el 25% de los pacientes
posee criterios para sindrome metabdlico
predisponiendo a los mismos a alteraciones
metabdlicas que facilitan el desarrollo de
comorbilidades. Cuando comparamos el IMC
de la poblacién venezolana control (segun
cifras de la OMS del afio 2008) con el de nuestra
muestra, podemos observar que la media de la
poblacion no infectada es de 28 kg/m?2 y para
nuestra muestra fue de 26 kg/m?2; en cuanto a
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la concentracion de glicemia sérica, la media
en la poblacion venezolana es de 99 mg/dly en
nuestro estudio fue de 88 mg/dl.

Por todo lo antes expuesto, podemos
confirmar la hipdtesis inicial, los pacientes
VIH (+) poseen un mayor riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares en 10 afios,
este hecho permite afirmar que mediante
intervenciones preventivas se puede evitar
y disminuir el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y mejorar la calidad de vida
de los pacientes.

CONCLUSIONES

Para finalizar, se recomienda que en
futuras investigaciones se estudie la duracién
y combinacién de farmacos antiretrovirales
como factor de riesgo para enfermedad

cardiovascular, para establecer si las drogas
utilizadas en el tratamiento de la infeccién
por VIH contribuyen al establecimiento un
mayor riesgo cardiovascular. En cuanto a las
limitaciones del estudio, se considera necesario
el desarrollo de scores para el estudio del riesgo
cardiovascularenpoblacioneslatinoamericanas,
ya que la escala de Framingham utilizada fue
disefiada para la poblacién estadounidense,
siendo evidentes las diferencias socioculturales
de ambas poblaciones, lo que puede alterar
la efectividad del instrumento para estudios
latinoamericanos. Ademads, se consideran
necesarios estudios prospectivos que permitan
evaluar la vinculacién entre enfermedad
cardiovascular y VIH, puesto que Ila
fisiopatologia y el tratamiento de la infeccion
por VIH puede alterar los resultados de los
scores utilizados.
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AcTta CIENTIFICA ESTUDIANTIL

REPORTE DE CASO

Reporte de caso. Adolescente masculino con
adenomegalias cervicales

Salazar M*, Reyna M’, Santos C* y Rodriguez FA*

RESUMEN

La paracoccidioidomicosis es la micosis sistémica producida por el hongo
Paracoccidioides brasiliensis,lacualesendémicaenvariasregionesde Latinoamérica.
La transmision ocurre por la inhalacion de los micelios del hongo por lo cual la
sintomatologia suele ser frecuentemente de tipo respiratorio, sin embargo en los
nifnos y adolescentes el microorganismo suele afectar principalmente al sistema
tagocitico mononuclear.

Se describe el caso de un adolescente masculino que cursé con la forma aguda
de la enfermedad, presentando como sintomatologia inicial linfoadenomegalias y
evidenciandose posteriormente compromiso pulmonar, esplénico y mucocutaneo.
El cardcter endémico de la paracoccidioidomicosis en Venezuela y el aumento
en su incidencia justifica la inclusién de esta enfermedad en los principales
diagnésticos diferenciales a considerar en pacientes con sindrome adenomegalico,
se presenta el caso de este paciente con el objetivo de que los médicos sospechen
mas esta enfermedad y puedan asi realizar el diagnéstico e instaurar tratamiento
de manera precoz.

Palabras clave: paracoccidioidomicosis, Paracoccidioides brasiliensis, micosis
sistémicas, sindrome adenomegalico, adolescente.
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INTRODUCCION

a paracoccidioidomicosis es la micosis

profunda mas frecuente en pacientes

sin VIH/SIDA en Venezuela [1], donde
constituye una enfermedad endémica. Los
estados con mayor nimero de casos reportados:
Carabobo, Lara, Monagas, Miranda y Aragua
[2]. Venezuelaesel tercer pais de América Latina
(después de Brasil y Colombia) con mayor
numero de casos de paracoccidioidomicosis
[2,3].

Las micosis sistémicas o profundas se
clasifican como endémicas y oportunistas,
siendo las primeras, causadas por hongos que
no son parte de la microbiota humana y se
adquieren del entorno (paracoccidiodomicosis,
histoplasmosis, coccidioidomicosis); por su
parte las oportunistas son causadas por hongos
que suelen ser componentes de la microbiota
humana (Candida y Aspergillus) y se presentan
en pacientes inmunodeficientes. Las micosis
endémicas son producidas por hongos
dimorfos cuyo contacto inicial suele producirse
por inhalacién, ocasionando sintomas
respiratorios; siendo la tierra el héabitat de la
mayor parte de estos microorganismos [3,4].

La paracoccidioidomicosis es causada por la
inhalacién de los micelios de Paracoccidioides
brasiliensis. Esta infeccién es mas frecuente de
hombres de 30 a 50 afos; sin embargo, puede
presentarse en nifiosyadolescentes. Usualmente
la paracoccidioidomicosis cursa como una
enfermedad pulmonar crénica, pero en nifios
y adolescentes, la enfermedad suele afectar el
sistema linfatico y fagocitico mononuclear.
El diagndstico se establece mediante examen
directo, cultivo o estudio histopatoldgico. El
tratamiento es prolongado e implica el uso de
triazoles o anfotericina B [2,4].

La presentacion de este caso reviste
importancia por diversas razones; siendo la
principal de ellas el caracter endémico que

Salazar M, et al.

posee la paracoccidioidomicosis en Venezuela,
adicionalmente destaca la baja frecuencia
con que suele presentarse esta patologia en el
grupo etario del paciente presentado, es por
esto que siempre debe tomarse en cuenta las
caracteristicas epidemiologicas venezolanas e
incluir la paracoccidioidomicosis como parte
de los diagndsticos diferenciales en pacientes
que cursen con sindrome adenomegilico,
lo que nos llevaria a un diagndstico preciso,
precoz, para asi poder instaurar el tratamiento
en forma adecuada rapidamente.

PRESENTACION DEL CASO

Adolescente masculino de 13 afos,
procedente del Estado Miranda, consulta
por aumento de volumen cervical bilateral
de 4 meses de evolucion. En el examen fisico
presenta presion arterial de 126/91 mmHg,
frecuencia cardiaca de 98 lpm, frecuencia
respiratoria de 22 rpm; palidez cutdneo-mucosa
leve; lesiones costrosas en nariz; plastron
adenomegalico cervical bilateral de 6x6 cm de
diametro, de consistencia firme, méviles y no
dolorosas; resto sin alteraciones. En el perfil
hematoldgico se halla anemia microcitica
hipocrémica (Hb 9,6 g/dl, Hto 31,8%),
leucocitosis (15.050 células/mm3) y eosinofilia
marcada (25%); en el perfil bioquimico,
proteinas totales 12,5 g/dl, hipoalbuminemia
(2,76 g/dl) e hipergammaglobulinemia (9,79
g/dl). Se obtiene una radiografia de térax que
reporta adenopatias parahiliares bilaterales a
predominio derecho y patrén reticulonodular
fino (Imagen 1) y en el ecosonograma
abdominal, esplenomegalia y multiples
adenopatias retroperitoneales.

En tomografia  cervicotoracoabdominal
con doble contraste se evidencia multiples
adenopatias cervicales, supraclaviculares y
axilares bilaterales; adenopatias en espacio
retrocavo, pretraqueal y precarinal y aumento
del hilio pulmonar del lado derecho,
ademas de adenopatias retroperitoneales,
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Imagen 1. Radiografia de torax que muestra
adenopatias parahiliares bilaterales a predo-
minio derecho.

interaorticocavales, paradrticos y en mesenterio,
asociadas a esplenomegalia.

Se realiza Ensayo por Inmunoabsorcion
Ligado a Enzima (ELISA) para Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) y Venereal
Disease Research Laboratory (VDRL) negativo;
intradermorreaccion a la paracoccidiodina
positivo;  serologia para Paracoccidioides
brasiliensis positivo y biopsia de ganglio
cervical derecho cuyo analisis patoldgico
reporta inflamaciéon crénica granulomatosa
no necrotizante con levaduras multibrotantes
anisométricas en forma de timén de barco
compatible con Paracoccidiodes brasiliensis;
estableciéndose en diagndstico de
paracoccidiodomicosis.

El paciente recibi6é tratamiento intravenoso
con anfotericina B (1 mg/kg/dia) durante un
mes, con excelente respuesta clinica, por lo cual
se decide su egreso con tratamiento ambulatorio
(itraconazol 200 mg/dia por 6 meses).

DiscusiON

P. brasiliensis crece en forma de levadura a
37°Cy en forma micelial a 25°C considerandose
su habitat en la naturaleza los suelos de cultivos y
cria de ganados; sin embargo, el armadillo podria

constituir un reservorio natural del hongo [4]. La
infeccion por P. brasiliensis es mas frecuente en
varones tras la pubertad, de profesion agricultor
y ganadero, debido a que los estrogenos evitan la
transicion delos micelios ala formalevadurifome
[5], el grupo comprendido entre los 30 a 50 afios
presenta la mayor incidencia debido al largo
periodo de latencia de la enfermedad [6]; sin
embargo, es importante destacar que el paciente
descrito en el caso clinico no pertenece al grupo
etario mas frecuente de esta enfermedad.

La puerta de entrada del hongo suele ser a
través de la via respiratoria, por inhalacién de los
micelios, pero se ha reportado su inoculacién a
través de traumatismos directos en la mucosa oral
oanal. Una vez en el organismo, genera infecciéon
primaria pulmonar con posterior infeccién
de los ganglios linfaticos regionales (complejo
linfatico pulmonar); puede diseminarse a piel
y mucosas asi como a ganglios linfaticos y
visceras, destacandose estomago, intestino, bazo
y suprarrenales [6].

La paracoccidioidomicosis cursa como una
forma aguda-subaguda o una forma crénica.
La forma aguda o juvenil representa el 5 al 10%
de los casos, es de curso rapido, compromete
al sistema fagocitico mononuclear (higado,
bazo, ganglios linfaticos y médula dsea) y
los huéspedes suelen tener alteracion del
sistema inmunoldgico, predominantemente
de tipo celular; lo cual fue descartado en el
paciente presentado (VIH negativo). Las
manifestaciones clinicas mas frecuentes de ésta
presentacion son linfoadenomegalias (97,4%),
fiebre (81,6%), hepatomegalia (71,1%), lesiones
cutaneas (44,7%) y esplenomegalia (36,8%);
siendo mucho menos frecuente el compromiso
pericardico y el compromiso 6seo (5,9%) [7].
Las manifestaciones clinicas observadas en el
paciente discutido corresponden con la forma
aguda o juvenil de la enfermedad cursando con
linfoadenomegalias, lesiones mucocutaneas y
esplenomegalia; sin embargo, el paciente no
presento fiebre ni hepatomegalia, a pesar de la
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alta frecuencia de las mismas.

Enlaformacrénica,querepresentael 90% delos
casos, los sintomas iniciales suelen ser tos (85%),
sintomas similares a los del resfriado comun
(72%), fiebre (66%), pérdida ponderal (56%),
astenia (42,5%), disnea (39%), hemoptisis (31%),
sudoracion nocturna (24,5%) y disfonia (24,5%)
[8], observandose en las radiografias infiltrados
desproporcionados a la sintomatologia. Suele
desarrollarse mucositis, con presencia de
lesiones ulcerosas, papulares o granulomatosas
afectando principalmente las fosas nasales y la
cavidad oral aunque puede diseminarse hacia la
piel. También suelen cursar con linfadenopatia
generalizada, hepatoesplenomegalia y afectacion
suprarrenal [5].

En base a las manifestaciones clinicas que
predominen en la presentacion de la enfermedad,
puede clasificarse como:

o Paracoccidioidomicosis mucocutanea:
Afectando la mucosa bucofaringea,
nariz y anorrectal, cursando con lesiones
ulceromicronecrdticas granulomatosas
con caracteristicas de mora. Suele cursar
ademds con hipertrofia de ganglios
linfaticos cervicales que pueden formar
fistulas [6].

o Paracoccidioidomicosis linfatica: Cursa
unicamente con afectacion de ganglios
supraclaviculares, cervicales, axilares e
inguinales sin alteracién de mucosas [6].

» Paracoccidioidomicosis visceral: Suele
iniciar con la afectaciéon pulmonar
cursando con tos, expectoracion
mucopurulenta y fiebre moderada. Es
caracteristico ademas el compromiso
gastrointestinal con dolor abdominal
difuso por invasiéon de estomago e
intestinos y posterior diseminacién
a higado, bazo y en 50% de los casos
alteracidn de las glandulas suprarrenales

[6].

o Paracoccidioidomicosis

mixta: Las

Salazar M, et al.

afecciones mencionadas se presentan
en conjunto [6]. La evidencia clinica
de linfoadenomegalias y compromiso
mucocutaneo, sumado a los hallazgos
radioldgicos y ecograficos de alteracion
pulmonar y esplénica permiten clasificar
la forma de presentaciéon del paciente
discutido como paracoccidioidomicosis
mixta.

Eldiagndstico suele ser claro cuando se observa
el hongo mediante examen directo con KOH,
apreciandose una imagen en timén de barco; esta
es una prueba de gran rendimiento (sensibilidad
del 82% y especificidad del 90%), bajo costo y
facil accesibilidad (puede realizarse de multiples
especimenes como lesiones dérmicas, esputo
y ganglios) [7]. El cultivo del microorganismo
en agar Sabouraud (colonias blancas y vellosas;
con especificidad del 100%) o su observacion
durante el estudio histopatoldgico permiten
confirmar el diagnoéstico [6,9] (Imagen 2). La
intradermorreacciéon a la paracoccidioidina
tiene poco valor diagndstico debido a la gran
cantidad de falsos positivos y su tnica utilidad
es con fines epidemioldgicos [6,10]. Las pruebas
serologicas son utiles (sensibilidad de casi
el 90%), pero no deben utilizarse solas para
establecer el diagndstico; sin embargo, pueden
ser empleadas para monitorizar la respuesta al
tratamiento [4,6]. En el caso clinico discutido
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Imagen 2. P. brasiliensis en preparado histo-
patoldgico (imagen en timon de barco).

ACE 2014; 9(1) 20



Salazar M, et al.

el diagnostico pudo realizarse a partir de
serologia positiva para P. brasiliensis confirmado
posteriormente mediante la observacion del
microorganismo en el estudio histopatoldgico.
A pesar de contar con intradermorreaccion
positiva para paracoccidioidina, el caracter
endémico de esta enfermedad en Venezuela y en
especial en la region de procedencia del paciente,
resta cualquier validez a este estudio.

Las radiografias suelen ser utiles en las formas
pulmonares (donde se observa un infiltrado
reticulo-nodular, asi como la presencia de
adenopatias), también suelen ser orientadoras
en el estudio del compromiso osteoarticular en
las formas juveniles [6]. Se ha reportado dentro
de los andlisis de laboratorio: Anemia (90%),
hipergammaglobulinemia (88,5%), eosinofilia
(75,5%), hipoalbuminemia (72,5%), velocidad
de sedimentacién elevada y leucocitosis (6,11).
El compromiso pulmonar en el caso clinico
discutido fue evidenciado por el hallazgo
de adenopatias bilaterales parahiliares en la
radiografia de torax, confirmadas posteriormente
mediante la tomografia computarizada de tdrax.
Desde el punto de vista paraclinico el paciente
presentd las principales alteraciones citadas
(anemia, hipergammaglobulinemia, eosinofilia,
e hipoalbuminemia).

El tratamiento suele ser prolongado en
especial en las formas viscerales. En los casos de
enfermedad severa, los farmacos antimicéticos

intravenosos usados con éxito son la anfotericina
B y el sulfametoxazol-trimetoprim (SMX/
TMP). La anfotericina B, obtiene una tasa de
curacion del 60%, pero una alta frecuencia de
efectos adversos (principalmente renales). Las
sulfonamidas tienen una tasa de curacién de 70%,
pero 30% de recaidas. En las formas no severas o
como terapia posterior a la via intravenosa puede
utilizarse itraconazol y SMX/TMP, teniendo el
itraconazol tasas de curaciéon que oscilan entre
88% y 100% (itraconazol 200 a 300 mg/dia por
2 a 3 meses y luego 100 mg/dia por 6 a 8 meses)
[6,7]. El tratamiento indicado a éste paciente, fue
anfotericina B durante su estancia hospitalaria
(I mes) indicandose posterior a su egreso
itraconazol de manera ambulatoria durante 6
meses, evolucionando satisfactoriamente.

Finalmente la importancia de la presentacion
de este caso clinico radica en que debido a las
caracteristicas epidemioldgicas en nuestro pais,
la paracoccidioidomicosis debe incluirse en los
diagndsticos diferenciales de todo sindrome
adenomegalico; ya que en ninos y adolescentes
la presentacién clinica suele ser diferente a
los adultos, predominando el compromiso
ganglionar y del sistema fagocitico mononuclear
sobre el pulmonar. Laserologia para P, brasiliensis,
debido a su alta sensibilidad, es un buen método
diagnostico inicial, siempre y cuando se confirme
los resultados posteriormente mediante examen
directo, cultivo o histopatologia.
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AcTta CIENTIFICA ESTUDIANTIL

REVISION BIBLIOGRAFICA

Aplicaciones experimentales de la

inmunoglobulina Y. Su utilidad en diagndstico

Blanco-Carrero CS*?, Diaz M’, Figuera D', Palacios A’y Araujo Z>.

RESUMEN

Introduccion

La inmunoglobulina Y (IgY) es un anticuerpo obtenido de la yema del huevo de
aves, no presente en mamiferos. Las diferencias estructurales y de purificacion
con respecto a la IgG de mamiferos hacen de la IgY un anticuerpo con mayores
beneficios para la realizacién de ensayos con fines diagndsticos.

Objetivo

El objetivo de esta revision es exponer las aplicaciones experimentales de la IgY
en el diagndstico de enfermedades humanas con el fin de incentivar el interés
cientifico y promover la investigacion y desarrollo de métodos que mejoren y
faciliten el diagnostico. Las ventajas del uso de IgY en diagndstico con respecto al
uso de IgG son: la extraccion facil mediante métodos no invasivos, el bajo costo, la
presencia de altas concentraciones en la yema, la ausencia de reacciones cruzadas
con factores reumatoideos y la no activacion del complemento en mamiferos.
Con base en esto se han desarrollado distintos ensayos inmunoldgicos dirigidos
al diagndstico de infecciones por patdégenos como: Trypanosoma cruzi, Giardia
duodenalis, Salmonella enterica, virus de la Hepatitis A, Leptospira spp., virus del
Papiloma 16, SARS-CoV, Escherichia coli O157:H7 y enteropatégena, Echinococcus
spp. Y Toxoplasma gondii; enfermedades como: cancer de mama y talasemia; y
deteccion de biomarcadores y otras moléculas como: proteina C reactiva y morfina
en orina.

Conclusion

La utilidad de la IgY en el diagndstico de enfermedades humanas es variada y
representa una fuente mas econdémica y practica para llevar a cabo estos procesos,
por lo que deben continuarse los estudios con este anticuerpo para el logro de
nuevos avances en profilaxis, diagndstico y tratamiento.

Palabras clave: inmunoglobulina Y (IgY), diagndstico.

ACE 2014; 9(1) ACTACIENTIFICAESTUDIANTIL.COM.VE

'Escuela de Medicina “José Maria
Vargas”, Facultad de Medicina,
Universidad Central de Venezue-
la. Caracas, Venezuela.
“Laboratorio de Inmunologia de
Enfermedades Infecciosas, Insti-
tuto de Biomedicina, Facultad de
Medicina, Universidad Central
de Venezuela. Caracas, Venezu-
ela.

Del Instituto de Biomedicina. Di-
reccion: San Nicolds a Providen-
cia, San José, 4043, 1010-Caracas.
E-mail:  zaraujogarcia@yahoo.
com

Recibido: 10/10/12.
Aceptado: 10/01/14.
Publicado: 02/06/14.

22



23

INTRODUCCION

a Inmunoglobulina Y (IgY) es un

anticuerpo presente en aves. En estos

animales, a diferencia de los mamiferos
y seres humanos, solo se presentan 3 tipos de
inmunoglobulinas: la Inmunoglobulina M
(IgM) v A (IgA) de caracteristicas similares
a las de los seres humanos, y la IgY que es la
equivalente a la Inmunoglobulina G (IgG) en
mamiferos [1,2]. Estas inmunoglobulinas viajan
desde la sangre hasta el huevo, predominando
la IgA yla IgM en la clara del huevo y la IgY en
la yema. La transferencia de la IgY a la yema
ocurre por un proceso activo donde los ovocitos
captan mediante receptores especificos la IgY
sérica. Este proceso tarda aproximadamente 5
dias en realizarse (Figura 1) [1].

Muchos investigadores han desarrollado
modelos de extraccidon de anticuerpos
monoclonales y policlonales de IgY a partir de
la yema del huevo con el fin de utilizarlos para
la prevencion, diagnoéstico y tratamiento de
enfermedades, no sélo humanas sino también
animales [1,2]. Los primeros experimentos
donde se utilizé la IgY fueron realizados en el
afio 1893 por Klemperer. Se inocularon ratones
con anticuerpos IgY extraidos de la yema del
huevo de gallinas que fueron previamente
inmunizadas con toxinas de Clostridium tetani.
Los resultados mostraron, que el anticuerpo
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Figura 1. Transferencia de la IgY a la yema
del huevo.

Fuente: Igybiotech.com [Internet]. Alberta: IgY Inc.

Disponible en: http://www.igybiotech.com/IgYOVerview/
tabid/75/Default.aspx
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ejercia un efecto protector en ratones contra
futuras infecciones por C. tetani [1]. No fue
sino hasta el aflo 1979 con el crecimiento de
la avicultura industrial que estos resultados
tomaron importancia debido a la facilidad de
obtencién de gran cantidad de anticuerpos sin
requerir métodos invasivos [1,2].

Actualmente existen Kkits comerciales
creados para realizar una facil extraccion de
los anticuerpos de IgY a partir de huevos de
gallina [3]. Esto ha beneficiado el estudio de
la IgY, por lo que ha sido posible conocer su
estructura quimica, propiedades y aplicaciones
en distintos ambitos [1,2].

Elobjetivodeestarevision consisteenexponer
las aplicaciones a nivel experimental de la IgY
que se han llevado a cabo para el diagndstico de
enfermedades humanas, con el fin de incentivar
el interés cientifico a través de las ventajas
que ofrece el uso de esta inmunoglobulina y
de promover la investigacion y el desarrollo
de nuevos métodos que mejoren y faciliten el
diagndstico.

Inmunoglobulina Y

La estructura molecular de la IgY es similar a
la de los mamiferos, presentando dos cadenas
livianas y dos cadenas pesadas que contienen
dominios constantes y variables. La cadena
pesada de la IgY estd compuesta por 4 regiones
constantes y una variable por lo que su peso
molecular es mayor que el de la IgG, ya que
esta ultima sdlo presenta 3 regiones constantes
(Figura 2) [1,2].

La utilizacién delos anticuerpos IgY adquiere
gran relevancia debido a que:

1. Se pueden obtener de manera no invasiva
a partir de la yema de huevo grandes
cantidades de la inmunoglobulina en
comparacion con la IgG extraida de conejo.
Esto es de utilidad ya que reduce el numero
de animales necesarios para obtener una
determinada cantidad de anticuerpos,
ademas de que no atenta contra la vida del
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Figura 2. Estructura molecular de la IgG vs
IgY.

Fuente: Chiou V. Duck antibodies for IVD applications: a
naturally existing analog to mammalian antibodies offers
an alternative with broad applications. IVD Technology
2002.

Disponible en: http://www.ivdtechnology.com/article/
naturally-existing-analog-mammalian-antibodies-offers-
alternative-broad-applications.

animal [1,2,4].

2. Noreacciona en forma cruzada con el factor
reumatoideo debido a que no posee los
sitios de unién en la regiéon Fc de la cadena
pesada, a diferencia de la IgG, por lo que su
uso contribuye a reducir los falsos positivos
en la medicién de algunos reactantes de fase
aguda como la proteina C reactiva [1,2,4].

3. No activan el sistema del complemento en
mamiferos [1,2,4].

4. Son mas especificos que los anticuerpos
IgG para reconocer proteinas humanas, lo
cual se debe la mayor distancia filogenética
entre aves y humanos [1,2,4].

5. Su purificacion es simple y no es costosa
[1,2,4].

El proceso de obtenciéon de anticuerpos
IgY consta de dos fases: 1. inmunizacién y 2.
extraccion y purificacion [1-4]. En la fase de

inmunizacién se inocula a la gallina con el
antigeno que se desea estudiar, tomando en
cuenta que debe administrarse en combinacion
con adyuvante completo o incompleto de
Freund. Se deben repetir las inmunizaciones en
dias sucesivos (Por ejemplo: a los 15, 30, 45, 60,
90 y 120 dias) y posteriormente recolectar los
huevos en diferentes dias [4].

Para la extraccién y purificacién existen
diversos métodos que se adaptan a los
requerimientos delainvestigacidn, sin embargo,
esta fase se basa en 4 principios: remocidn total
de la albumina, separacion de la membrana de
la yema, extraccion de lipoproteinas y lipidos
(usando un detergente o solvente organico
como cloroformo) y purificaciéon de la IgY
[2]. Para la fase final de purificacion existen
distintos métodos como precipitacién con
sulfato de amonio o polietilenglicol y técnicas
de cromatografia de afinidad, entre otras [2].

Uno de los kit comerciales de extraccién de
la IgY describe los siguientes pasos (Figura 3)

[3]:
1. Separacién de la clara de la yema del huevo
(remocidn de la albiumina).

2. Mezclado de la yema con un reactivo
deslipidante e incubacién por dos horas a
4°C (extraccién de lipoproteinas y lipidos).

3. Centrifugacion de la muestra a 4°C por 15
minutos a 4000x g.

4. Mezclado en iguales cantidades del reactivo
precipitante con el sobrenadante que quedd
de la centrifugacion (purificacion dela IgY).

5. Centrifugacion a 4°C por 15 minutos a
4000x g descartando el sobrenadante.

6. El precipitado se suspende en PbS en un
volumen igual al original de la yema de
huevo.

Obteniendo de esta forma una concentracién
de 4 a 7 mg/ml con una pureza del 90% o
superior. La concentraciéon de IgY en la yema
de huevo es variable [1,4] y oscila entre 10 y 20
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Figura 3. Proceso de obtencién y purifi-
cacion de la IgY.

Fuente: Adaptado de Gallusimmunotech.com [Internet].
North Carolina: Gallus immunotech Inc. Disponible en:
http://www.gallusimmunotech.com/IgY-Purification-Kit-
Instructions

mg/ml, lo que permite extraer hasta 200 mg
por yema [4].

Una vez obtenidos los extractos de IgY, se
pueden utilizar en distintos experimentos
dirigidos hacia la deteccion del antigeno
especifico en  muestras  determinadas
empleando técnicas como Western blot o
Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas
(ELISA). Bajo estos principios, numerosos
investigadores han desarrollado diferentes
protocolos con el fin de estudiar la IgY como
un anticuerpo capaz de sustituir la IgG para el
diagndstico de patologias humanas. Algunas
utilidades de la IgY en el diagndstico y en la
deteccion de biomarcadores y otras moléculas

Blanco-Carrero CS, et al.

se describen a continuacion.

IgY en el diagndstico de infecciones por
patégenos

Trypanosoma cruzi

En el diagnéstico de Trypanosoma cruzi,
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
recomienda realizar pruebas inmunoldgicas
principalmente para la fase crénica. Por
carecer de pruebas que tengan un 100% de
especificidad y sensibilidad, la OMS propone
el empleo de tres métodos inmunoloégicos para
el diagnostico confirmatorio, dentro de los que
se encuentran la hemaglutinacién indirecta
[HAI], inmunofluorescencia indirecta (IFI) y
ELISA. Las posibilidades de falsos positivos se
incrementan debido ala presencia de reacciones
cruzadas de T. cruzi con otros parasitos como
Leishmania spp. y Trypanosoma rangeli, por lo
que para el diagndstico definitivo se necesitan
que sean positivas al menos dos de las tres
pruebas [5].

Estudios realizados en el Laboratorio de
Protozoologia de la Universidad de Carabobo
en Venezuela, muestran la produccién de
anticuerpos IgY en gallinas posterior a la
inmunizacién con epimastigotes de T. cruzi.
Se compararon varias pruebas de purificacién
de IgY, cuyo mejor resultado se obtuvo con
aquella que consistia en la emulsificacion de
lipidos con cloroformo y precipitacion de IgY
con polietilenglicol. Utilizando la técnica de
ELISA, se encontré que, se requeria de 7 ng de
IgY por cada 1 pg de antigeno. Posteriormente,
emplearon la técnica de Western blot para
evaluar la reactividad de la IgY en presencia
de antigenos de epimastigotes de T. cruzi
encontrando, que una cantidad de 5 pug/ml de
IgY poseian 11 antigenos diferentes en 8 ug de
proteina total de epimastigotes [4].

Estos resultados muestran que efectivamente
se pueden obtener anticuerpos IgY anti-T.
cruzi y que en un futuro podrian sustituirse a
los anticuerpos IgG utilizados en los métodos
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convencionales de diagndstico de T. cruzi, con
el fin de disminuir la reactividad cruzada y
superar la especificidad de las pruebas actuales.

Giardia duodenalis

La giardiosis es una infecciéon intestinal
causada por Giardia duodenalis (Giardia
lamblia o intestinalis). El diagndstico de
esta enfermedad se realiza tradicionalmente
visualizando quistes o trofozoitos del parésito
en materia fecal [6]. Sin embargo, sensibilidades
mayores a 85% para la deteccidon del parasito
por examen de heces al fresco raramente se
logra, debido a que la excrecion de quistes es
variable; en algunos pacientes es constante
mientras en otros pueden pasar largos periodos
con la infeccidn pero sin excretar tantos quistes.
En este caso, es necesario repetir el estudio
de heces, hacer un aspirado duodenal o una
biopsia del intestino delgado [6,7].

Una alternativa para establecer la presencia
de G. duodenalis es la deteccién de antigenos
del parasito en heces mediante anticuerpos
policlonales  anti-G. duodenalis [6,8].
Actualmente, existen kits de deteccién de
antigenos para utilizarlos en pruebas de ELISA
con una sensibilidad que varia entre 85% a 98%
y una especificidad entre 90% a 100% en los
cuales se emplean anticuerpos IgG de conejos
inmunizados [8].

También, ha sido reportado la produccion
de anticuerpos policlonales IgY para el
diagndstico de aislamientos provenientes de
poblacién colombiana, de G. duodenalis con
el fin de obtener anticuerpos en gran cantidad
con técnicas menos invasivas, mediante el
uso de huevos de gallina. Los investigadores
desarrollaron un experimento en el que
inmunizaron tres gallinas via intramuscular con
trofozoitos del parasito, cuyas inmunizaciones
se realizaron a los 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120
dias. Luego en cada etapa recogieron los
huevos de la inmunizacién y purificaron la IgY
por deslipidacién y precipitacién por medio
de cinco protocolos diferentes. Seguidamente,

realizaron la evaluacién inmunoquimica
de la IgY anti-G. duodenalis mediante
inmunodifusién, contrainmunoelectroforesis y
Western blot [7].

De los 5 protocolos desarrollados, el mas
sensible al antigeno de G. duodenalis fue el
protocolo que empleaba dextran sulfato/
cloruro de calcio en la deslipidaciéon vy
de sulfato de amonio en la precipitacion,
obteniendo titulos de anticuerpos de hasta
1:32. Los autores sugirieron que la IgY anti-
Giardia puede emplearse para la realizacién
de inmunoensayos que identifiquen antigenos
del parasito en muestras de heces humanas o
de animales infectados experimentalmente [8].

Salmonella enterica

El género Salmonella spp. incluye a un grupo
de bacilos gram negativos que incluye dos
especies: S. enterica y S. bongori. Dentro de
la especie S. enterica existen varios serotipos
de los cuales algunos de los mas importantes,
que causan la mayor parte de las patologias en
humanos son Typhi, Typhimurium, Paratyphi
y Enteritidis [9]. Diversos estudios han
demostrado la capacidad dela IgY para detectar
antigenos de S. enterica, principalmente
serovariedad Enteritidis y otros, investigadores
han encontrado la forma de inhibir in vitro
el crecimiento de Salmonella spp. y de utilizar
estos anticuerpos en la prevencion de la
colonizacion de esta bacteria en aves [10-14].

En una de estas investigaciones, se utiliz6 la
IgY de huevos de gallina para aglutinar estos
anticuerpos con antigenos de S. enterica serovar
Enteritidis [14]. Los investigadores tomaron
dos grupos de 6 gallinas; un primer grupo (V)
se vacuné con dos dosis de una bacteriana
contra S. enterica serovari Enteritidis, mientras
el segundo grupo “testigo” (T) no se vacuné.
Una vez purificados estos anticuerpos IgY
anti-Salmonella se observd la reaccién por
aglutinaciéon somatica y flagelar, entre estos y
357 cepas de S. enterica, 10 cepas de diferentes
especies de la familia Enterobacteriaceae y dos
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cepas de la familia Vibrionaceae. Los extractos
T fueron negativos para todas las cepas y
especies; sin embargo, uno de los extractos del
grupo V aglutind a diversas cepas de Salmonella
con estructura antigénica similar a la cepa
vacunal, siendo negativo estos extractos con
aquellas salmonelas con antigenos diferentes y
otras especies de la familia Enterobacteriaceae
y Vibrionaceae. Los autores sugirieron que
la IgY puede ser empleada para identificar
serovariedades de S. enterica [14].

Aunque el cultivo es el método diagndstico
tradicional para la identificacién y aislamiento
de Salmonella spp. [11],1a confirmacion de estas
colonias requiere de tiempo y de la utilizacién
de pruebas bioquimicas donde finalmente la
mayoria de ellas no resultan ser salmonelas,
sino otros géneros relacionados, como Proteus
o Citrobacter [15], por lo que podria evaluarse
la posibilidad de realizar inmunoensayos de
deteccion de antigenos en muestras de heces
o sangre, en busca de aligerar el proceso de
diagndstico y de crear métodos precisos que
caractericenlos aislamientos de salmonela hasta
el nivel de serovariedad, cobrando importancia
de esta forma, el empleo experimental de la IgY
[14,15].

Por otro lado, la IgY no solo serviria
como un complemento en el diagndstico de
salmonela en humanos, sino también en aves
[10-12], en las cuales, no sélo este anticuerpo
ha sido estudiado para el diagnostico, sino que
ademads se ha investigado sobre la capacidad de
la IgY para inhibir el crecimiento in vitro de
S. enterica serovar Enteritidis y Typhimurium
[10-12], asi como sobre la ingestién en aves
de un preparado con IgY especifica junto con
probidticos, en los que se encontrd que la IgY
reducia la colonizacidn por S. enteritidis [13].
Esto ultimo es de relevancia ya que representa
un punto clave que permitirfa disminuir la
tasa de transmision de la enfermedad desde el
reservorio hacia los humanos por la ingesta de
alimentos contaminados [10-13].
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Escherichia coli

Escherichia coli O157:H7 es un serotipo
conocido de E. coli enterohemorragica,
productora de gastroenteritis en el hombre
mediante la liberaciéon de numerosas toxinas
que lesionan la mucosa intestinal. Esta variedad
de la bacteria fue detectada por primera vez en
una intoxicacién por hamburguesas en Estados
Unidos, en el ano 1982. Se caracteriza porque
puede sobrevivir en ambientes acidos que
suelen ser lesivos para otros patégenos, como
el de los alimentos fermentados, y ademas
el tiempo de supervivencia a temperaturas
de refrigeraciéon es mayor que a temperatura
ambiente [16]. La enfermedad se transmite por
la ingestion de carnes de vaca poco cocidas y
en se ha documentado la transmisién mediante
la ingestién de leche de vaca no procesada.
[16,17]. A nivel mundial, estas infecciones
se han hecho mas caracteristicas y relevantes
en América del Norte, Europa y la region
meridional de América del Sur [16].

Para el aislamiento, identificacion y
caracterizaciéon de serovariedades de E. coli se
utilizan métodostradicionales,invivoeinvitroy
debiologia molecular. El aislamiento tradicional
consiste en la toma directa de la bacteria en
la materia fecal, para luego sembrarla en un
medio de Agar Mc Conkey [17]. Los métodos
de cultivo empleados para la deteccion de E. coli
O157:H7 suelen ser laboriosos; generalmente
incluyen un pre-enriquecimiento, seguido por
un enriquecimiento selectivo y confirmacién
bioquimica, lo cual puede tomar dias o semanas
y ademas los microorganismos aislados
necesitan ser confirmados serolégicamente con
antisueros O157 y H7 [18].

Laidentificacion delas cepas sehace mediante
pruebas bioquimicas en medios como Triple
Sugar Iron, Lysine Iron Agar, Motility Indole
Ornitine, citrato, sorbitol, mucato, urea, rojo de
metilo, malonato y caldo manitol-rojo de fenol.
Ademas, puede reconocerse la cepa O157:H7
por medio de serotipificacion, produccion
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de toxinas, por cuantificaciéon de anticuerpos
contra el lipopolisacarido de la pared y por la
demostracién de factores de virulencia como
p0157 [17].

Un estudio en la Universidad de Alberta
en Canada implementd un nuevo método de
deteccion rapido, sensible y especifico para el
aislamiento de la bacteria, ademas de barato
y fiable. Por medio de un ELISA sandwich
se detectaron antigenos de E. coli O157:H7
usando anticuerpos tipo IgY de gallina. Estos
anticuerpos IgY se obtuvieron a partir de
huevos de gallinas inmunizadas con la cepa
E. coli O157:H7 y se purificaron mediante
métodos de dilucién en agua y cromatografia
con gel de Sephacryl S-300. Los resultados
obtenidos indicaron que por medio de ELISA
de captura se pueden detectar cantidades tan
bajas como 40 UFC/ml de E. coli O157: H7
[19].

En el caso de E. coli O157:H7 no sélo se ha
demostrado que la IgY puede ser utilizada para
detectar antigenos de esta bacteria sino que
ademads se ha afirma la funcién antibacteriana
de la IgY parece ser producto de su interaccién
con ciertos componentes de la superficie de la
bacteria [20].

Otradelas cepas estudiadas para su deteccion
utilizando IgY es E. coli enteropatdgena
especificamente su antigeno BfpA [21]. E.
coli enteropatdgena es uno de los principales
organismos responsables de diarrea infantil
en paises en vias de desarrollo, caracterizada
por evacuaciones acuosas y en algunos casos
vomitos y fiebre.  Patogenéticamente, la
bacteria debe unirse al epitelio intestinal para
generar dafno y esto se realiza por medio de la
uniéon de fimbrias denominadas BfpA, cuya
biogénesis requiere 14 genes codificados en el
plasmido de virulencia denominado factor de
adherencia o EAF, que permiten la formacién
de microcolonias [22].

Actualmente parael diagnostico,labacteriase
aisla de muestras de heces en medios selectivos

y diferenciales como Agar Mc Conkey o de
Eosina Azul de Metileno. En casos de sospechas
de E. coli enteropatdgena es necesario técnicas
mas especializadas, ya que se debe diferenciar
desde el punto de vista bioquimico la bacteria
aislada porque las distintas serovariedades son
indistinguibles entre si a simple vista. Para ello
se utiliza serotipificacion, ensayo de adherencia
con células HEp-2, prueba de FAS (tincidon
fluorescente para actina) y técnicas de biologia
molecular que amplifican genes que codifican
a proteinas de virulencia como reacciéon en
cadena de la polimerasa y sondas genéticas,
alcanzando en algunos casos especificidades de
hasta 100% [22].

Se ha reportado wuna alternativa en
diagnoéstico con la utilizacién de subunidades
recombinantes de BfpA que fueron inoculadas
a gallinas, produciendo titulos elevados de
anticuerpos en los huevos, de tipo IgY. Estos
anticuerpos fueron capaces de reconocer
proteinas purificadas o recombinantes de
BfpA, bloquear la colonizacién celular in vitro
por E. coli enteropatégena EAF+, identificar de
manera especifica E. coli enteropatégena EAF+
en heces e inhibir in vitro el crecimiento de E.
coli EAF+. Es por esto que los autores sugieren,
que la IgY anti-BfpA es potencialmente util
como un reactivo especifico y de bajo costo
inmunobiolégico para el despistaje de E. coli
enteropatogena en heces humanas [21].

Toxoplasma gondii

La toxoplasmosis es causada por la infeccion
con Toxoplasma gondii, un parasito intracelular
obligado, que puede encontrarse en casi todo el
mundo, a excepcion de la Antartida y produce
una amplia variedad de sindromes clinicos en
seres humanos [23].

T. gondii infecta a una gran proporcion de la
poblacién mundial, pero poco frecuente causa
una enfermedad clinicamente significativa,
ya que en inmunocompetentes se desarrolla
una infeccién latente. Algunas personas sin
embargo, corren un alto riesgo de desarrollar
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toxoplasmosis grave o  potencialmente
mortal, tales como los fetos, recién nacidos y
pacientes inmunodeprimidos. De aqui deriva
la importancia de un diagnéstico certero y
fidedigno de la infeccién, ya que ademas, esta
enfermedad es reconocida como una causa
importante de morbilidad neurolégica y de
mortalidad entre los pacientes con enfermedad
avanzada por el virus de inmunodeficiencia
humana. Al igual que otros patégenos
oportunistas, 1. gondii causa infecciones
asintomdticas o levemente sintomaticas en
huéspedes sanos, pero rapidamente progresivas
y mortales en pacientes inmunodeprimidos
[23].

El diagndstico de la infecciéon se realiza
mediante numerosas pruebas que incluyen
métodos bioldgicos, seroldgicos, histologicos y
moleculares [24]. Puede hacerse por medio de
la demostracién del parasito en sangre, fluidos
corporales o tejidos, sobre todo en fase aguda
aunque generalmente el diagnostico se basa
en la deteccion de anticuerpos de T. gondii en
pacientes [23].

Existen multiples procedimientos
seroldgicos para la deteccidon de anticuerpos,
los cuales incluyen la prueba de Sabin-
Feldman, la hemaglutinacién indirecta,
la inmunofluorescencia indirecta (IFI), la
aglutinacién directa, la prueba de aglutinacién
del latex, ELISA y la avidez de IgG. IFI y ELISA
se han modificado para detectar la IgM [25,26];
esta inmunoglobulina aparece poco después
de la infeccidn, antes que los anticuerpos IgG
y desaparecen mas rapido que los mismos
después de la recuperacion [24,25]. La prueba
de Sabin y Feldman es altamente especifica
y sensible para medir anticuerpos de IgG,
pero presenta dificultades técnicas y debido a
que requiere de pardasitos vivos, limitando su
empleo a un reducido numero de laboratorios
especializados [27]. En contraparte, el método
de ELISA presenta diversas ventajas sobre las
otras pruebas como lo son: el hecho de que
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se pueden analizar cantidades de muestras en
forma simultdnea utilizando equipos simples,
posee alta sensibilidad y especificidad lo que
la hace una prueba mds confiable y detecta
tanto infecciones recientes como latentes de
toxoplasmosis, mediante la determinacion
simultanea de anticuerpos IgM e IgG [28].

Hassl et al (1985), con el objetivo de
purificar anticuerpos especificos contra el
parasito para usarlos en pruebas de ELISA,
obtuvieron anticuerpos IgY especificos
contra T. gondii. En el estudio, se comparé la
extraccion y purificaciéon de IgY mediante tres
métodos: medicion de proteinas, filtracién
de gel e isoelectroenfoque, siendo la técnica
mas efectiva la filtracion en gel que empleaba
precipitacién con polietilenglicol seguido de
un tratamiento con alcohol. Los tres métodos
comparados produjeron la misma cantidad de
anticuerpos, pero la purificacién no fue igual.
La especificidad de los anticuerpos de yema se
evalué mediante un ensayo de hemaglutinacion
indirecta, una prueba de inmunodifusién
e inmunoelectroforesis. Se compar6é con la
especificidad de anticuerpos IgG obtenidos
de sueros de conejos hiperinmunizados y se
encontraron diferencias en los patrones de
precipitacién de los anticuerpos IgY e IgG,
siendo mas especifica la IgY [29].

Este experimento describe una forma
conveniente y econémica para la produccién
de anticuerpos especificos contra T. gondii. Los
investigadores concluyeron que la especificidad
de la IgY con respecto a la IgG puede ser
distinta y alterar la confiabilidad de las pruebas
serologicas, por lo que una condicién esencial
para que se reemplace el uso de anticuerpos
IgG deberia ser la inmunizacion de gallinas con
antigeno del parasito circulante en sueros de
pacientes infectados [29]. Otros investigadores
lograron aislar también anticuerpos IgY
especificos anti-T. gondii mediante el método de
ELISA apoyando esto los resultados mostrados
por Hassl [30].
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Otros patdgenos

Otros trabajos publicados con respecto a
las aplicaciones de la IgY en el diagndstico
de patdégenos se refieren a la deteccién del
coronavirus causante del Sindrome Respiratorio
Agudo (SARS-CoV), deteccién del virus del
papiloma 16 tipo L1, deteccién de Lesptospira
spp.» Echinococcus spp., y virus de la hepatitis
A, entre otros [31-35].

IgY en el diagndstico de enfermedades
Céancer de mama

Investigadores del National Institute
of Standards and Technology (NIST) en
compania del National Cancer Institute (NCI) y
cientificos de la firma SAIC en Estados Unidos,
desarrollaron un nuevo método, utilizando
IgY de gallina, para la deteccion de una forma
agresiva de cancer de mama que se acompafia
con sobreproducciéon de proteinas HER2
(Human Epidermal Growth Factor Receptor
2) [36,37]. El oncogen HER2 codifica una
proteina transmembrana de su mismo nombre,
con actividad de tirosin-quinasa y cuya porcién
extracelular es capaz de interaccionar con
factores de crecimiento. La sobreexpresion de
esta proteina genera un aumento en el numero
de mitosis de las células cancerigenas por lo
que le confiere mayor agresividad [38].

Eltratamiento de este tipo de cancer de mama
es especifico y difiere de aquellos pacientes que
no presentan una sobreproduccién de esta
proteina, ademds de que se caracteriza porque
genera grandes efectos secundarios, en especial
a nivel cardiovascular. Por ende, surge la
necesidad de detectar las altas concentraciones
de la proteina HER2 con el fin de esclarecer qué
tipo de cancer de mama presentan los pacientes
[39].

Las pruebas utilizadas actualmente para
la deteccién de esta proteina con anticuerpos
IgG de mamiferos pueden ocasionar falsos
positivos, por lo que los investigadores del

NIST en busca de soluciones a este problema,
estudiaron la reactividad de la IgY ante la
proteina HER2 por medio de Western Blot e
inmunohistoquimica utilizando en vez de los
marcadores fluorescentes convencionales un
sistema de marcaje por puntos cuanticos. El
estudio demostrd que la sensibilidad de la IgY
era un 40-50% mayor que la que presentaban
los anticuerpos de mamiferos utilizados
en las pruebas convencionales, ya que no
reaccionaban con otras proteinas humanas que
pudiesen dar falsos positivos [36,37].

Otra de las ventajas de utilizar este sistema
de deteccion, es la capacidad de producir con
rapidez y a gran escala estos anticuerpos y
el marcaje mas fidedigno a través de puntos
cuanticos queadiferencia delos otros colorantes
fluorescentes que han sido empleados, no
pierden su color con el tiempo cuando se
hacen las preparaciones inmunohistoquimicas.
Actualmente, los investigadores del NIST
se encuentran desarrollando un material
de referencia para estandarizar esta prueba
[36,37].

Talasemia

Las talasemias son un grupo de
enfermedades caracterizadas por la alteracion
de la sintesis de una o mas cadenas de globina
de la hemoglobina (Hb). Las consecuencias
hematoldgicas que esto conlleva consisten en
hipocromia del glébulo rojo y exceso relativo
de la cadena desapareada, capaz de generar
inclusiones intracelulares dentro de los
hematies que favorece la destruccion celular
[40]. Dependiendo de la cantidad de genes
afectados, se tienen distintas manifestaciones
fenotipicas. En el caso de la supresion funcional
de ambos pares de genes que codifican para las
cadenas alfa de Hb, se desarrolla hidrops fetal o
Hb de Bart, condicién incompatible con la vida
extrauterina [41].

Actualmente el diagnéstico se realiza por
medio de niveles de Hb, contaje de reticulocitos,
volumen  corpuscular medio (VCM),
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concentraciéon de hemoglobina media (HCM),
examen de sangre periférica y electroforesis
de Hb, ademas de pruebas genéticas como
ADN recombinante, reaccion en cadena de la
polimerasa y anticuerpos monoclonales [41].

En estudios realizados por cientificos del
Department of Biochemistry, Faculty of
Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University
en Tailandia, se utiliz6 la IgY para el diagnéstico
de talasemia por medio de ELISA. En un
inicio, se tomé el hemolizado purificado de un
paciente con Hb de Bart o alfa-talasemia y fue
utilizado para inmunizar a gallinas a las que
posteriormente se le extrajo IgY de sus huevos.
El anticuerpo IgY producido reaccioné con la
cadena gamma de la globina, Hb de Bart, Hb
E, con hemolizado normal de cordén y con Hb
de Bart hidrops fetalis (Hb Bart mas Portland)
y en menor grado con la globina beta, la Hb
A, Hb A2 y hemolizado en adultos, siendo
negativo para la globina alfa. Posteriormente,
estos investigadores purificaron ain mas la
IgY por cromatografia por afinidad utilizando
CNBr-Sefarosa unida a Hb A, de la cual se
obtuvo una IgY que reaccionaba sélo con
Hb de Bart, Hb F y cadenas gamma de la
globina, siendo negativa para Hb A y Hb A2.
[42,43]. Los resultados mostraron que, de las
336 muestras de hemolizados de individuos
con diferentes genotipos y fenotipos de
talasemia y de individuos sanos, se encontro
alta reactividad contra Hb F y Hb de Bart y
baja contra los normales; confirmando de esta
forma, la especificidad de la IgY obtenida ante
la Hb F y Hb de Bart [42].

Otros investigadores dela misma universidad
probaron el uso de ELISA de captura con
anticuerpos monoclonales de ratén contra Hb
de Bart como anticuerpo de inmunocaptura
y la IgY contra cadenas gamma de globina
como anticuerpo de deteccidn; obtuvieron
para la a-talasemia una especificidad de 71%
y sensibilidad de 100% y en otros tipos de
talasemia, del 98% [44]. Estos estudios indican
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que la IgY no sélo tiene ventajas a nivel de
producciéon y rendimiento de anticuerpos
sino es capaz de proporcionar pruebas de
diagndstico mas rapidas y especificas que las
convencionales [42-44].

IgY en la deteccidon de biomarcadores y otras
moléculas

Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (PCR) es sintetizada
en el higado y se eleva en forma temprana en
procesos inflamatorios e infecciosos como
sepsis, meningitis, pancreatitis, entre otros, por
lo que funciona como un marcador de la fase
inflamatoria aguda [45]. La inflamacion de las
arterias que se observa en las enfermedades
cardiovasculares como la ateroesclerosis o
la enfermedad arterial coronaria, genera
también de forma progresiva aumento en los
niveles de PCR. En estos casos, es necesaria
la determinaciéon de PCR de alta sensibilidad
(hs-CRP) que independientemente del nivel
de lipidos y de otros biomarcadores de la
inflamacién, ha demostrado ser un marcador
de riesgo de enfermedades cardiovasculares,
que se eleva de manera precoz, aiin en ausencia
de sintomas o enfermedad precedente [46,47].
Sin embargo, muchas veces la determinacion
de PCR y de hs-CRP puede dar falsos positivos
debido a que los anticuerpos usados en los
métodos convencionales (IgG de mamiferos)
presentan reacciones cruzadas con el factor
reumatoideo, lo que conlleva a establecer en
ocasiones falsos diagndsticos y tratamientos
incorrectos [46,48].

Se han realizado estudios utilizando la
IgY como anticuerpo en inmunoensayos
para determinar PCR en sueros humanos y
de conejos. Cuando en estas investigaciones
comparaban el uso de IgY en relacién a la IgG,
se observo una mayor especificidad por parte
de la IgY que elimin6 el numero de falsos
positivos [48,49].

En relaciéon a la determinacion de hs-
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PCR, ya existe actualmente un kit comercial
desarrollado en Taiwdn llamado CRPex-HS
C-Reactive Protein LIT assay®, el cual permite
la deteccidn de concentraciones en suero de esta
proteina utilizando IgY obtenida de pato. Un
estudio comparativo desarrollado en el mismo
pais, evaliio y valido la eficacia de esta prueba,
comprobandose la reduccién en el nimero de
falsos positivos que ocurren con las pruebas
convencionales que utilizan anticuerpos de
mamiferos [46].

Morfina en orina

La morfina es un alcaloide derivado del opio,
agonista de los receptores opioides, dichos
farmacos se utilizan principalmente para
inducir anestesia, analgesia, tratamiento de la
diarrea, de las tos crénica, del dolor isquémico
miocardico y de la disnea asociada a disfuncién
ventricular izquierda aguda y edema pulmonar
[50]. La sobredosificacion aguda con la
morfina se puede manifestar en los pacientes
por sudoraciéon profusa, miosis, depresion
respiratoria, somnolencia que progresa al
estupor o el coma, flacidez muscular, y en
algunos casos edema pulmonar, bradicardia e
hipotensidn hasta progresar a la muerte [50,51].

El diagnéstico de wuna intoxicacién
por morfina, en las salas de emergencia,
generalmente es clinico, sin embargo
es importante confirmarlo con pruebas
de laboratorio y establecer diagnodsticos
diferenciales (toxicidad con otros farmacos,
enfermedad cerebrovascular del tronco
encefdlico, trastornos hidroelectroliticos,
enfermedad ulceropéptica, entre otros) debido
a que en base a ello se decidira un tratamiento
especifico. El diagnodstico a nivel de laboratorio
se hace por medicion de la droga en muestras de
orina principalmente a través de pruebas como:
cromatografia en capa fina, la cual tiene poca
sensibilidad; ELISA y radioinmunoensayos,
que tienen mas sensibilidad pero son menos
especificos porque existen relaciones cruzadas
con otras moléculas; y por cromatografia

gas-liquido y cromatografia de gas por
espectrometria de masas, que son muy sensibles
y especificas pero son laboriosas y costosas [51].
Un ensayo a base de tira inmunocromatografica
que utiliza anticuerpos IgY fue desarrollado
parala deteccion rapida de morfina en muestras
de orina. El anticuerpo IgY con especificidad
para la morfina fue generado mediante la
inmunizaciéon de gallinas con la proteina de
morfina monoacetil conjugada. Se marco el
anticuerpo por nanoparticulas de oro y se
utiliz6 como inmunosonda para la deteccién
visual de la morfina con las varillas o tiras en
muestras de orina. Las tiras fueron hechas
usando tres membranas: una almohadilla
de aplicacion hecha de fibra de vidrio, una
linea de prueba que genera una sefal sobre la
membrana de nitrocelulosa (zona de deteccion)
y una membrana de celulosa usada como una
almohadilla de absorcion [52].

Cuando se introducen las tiras dentro de la
orina, en el caso de la morfina o sus analogos,
se forma un complejo antigeno-anticuerpo que
luego cae por el flujo causado por la accién
capilar en la linea de prueba y se genera una
sefial de color que luego es medida por un
detector. Los investigadores midieron la eficacia
de esta técnica y observaron que el rango de
deteccién de morfina era entre 1 a 1000 ng/
ml, siendo el limite de deteccion 2,5 ng/ml. De
todo esto, concluyeron que la produccién de
estas tiras representaria una herramienta de
alta sensibilidad para la determinacion rapida
de opioides en orina [52].

CONCLUSIONES

La IgY ha mostrado ser util en multiples
pruebas como: ELISA, Western blots,
radioinmunoensayos, citometria de flujo, entre
otros; donde estos anticuerpos provenientes
de gallinas inmunizadas permiten la
identificacion de ciertos antigenos presentes en
algunos patogenos. La variabilidad en su uso
se evidencia en las pruebas experimentales que
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han permitido la deteccién de pardsitos como:
T. cruzi, G. duodenalis, T. gondii, Echinococcus
spp.; bacterias como: serovariedades de .
enterica, E. coliO157:H7, E. coli entoropatdgena,
Leptospira spp.; virus como: coronavirus-SARS,
hepatitis A, virus del papiloma 16 tipo LI;
moléculas y biomarcadores como: morfina y
proteina C reactiva simple y de alta sensibilidad,
asi como de enfermedades genéticas como
la talasemia y neoplasicas como el cancer de
mama.

Las ventajas del empleo de la IgY en el
diagnéstico con respecto a la IgG estan
demostradasenlamayoriadelasinvestigaciones
realizadas, esto debido en parte a la puesta
en evidencia de la mayor especificidad en el
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reconocimiento de antigenos, ausencia de
reacciones cruzadas con el factor reumatoideo,
ausencia de reacciéon con el complemento
de mamiferos y facilidad de extraccion y
purificaciéon que aminoran los costos de
mantenimiento de animales.

Finalmente, en vista de que la IgY de gallina
ha mostrado tener una utilidad variada,
ademas de ser econdémica su obtencion, se
deben continuar los estudios para evaluar su
contribucién en la mejora del diagndstico de
enfermedades en humanos y animales y lograr
nuevos avances no solo en esta drea, sino
ademas en la profilaxis y el tratamiento de las
mismas.
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