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ANALISIS COSTO EFECTIVIDAD ACE DEL
TRATAMIENTO DE CANCER PROSTATICO EN LA
SEGURIDAD SOCIAL DE MISIONES ARGENTINA

Falkowski, J. C. / Blariza, J. M. / Bafiay, E. / Gomez, L. / Jabornisky, J. / Duarte, A.

Modulo de Bioquimica y Farmacia, Catedras de Quimica Medicinal y Fisiopatologia, F.C.E.Q.yN,
Universidad Nacional de Misiones. Mariano Moreno N° 1375, Posadas, Misiones, CP 3300,
valproat@hotmail.com.

ABSTRACT

COST-UTILITY AND EFFECTIVENESS IN THE TREATMENT OF PROSTATIC CANCER IN THE SOCIAL
SECURITY OF PROVINCE MISIONES ARGENTINA

Prostate cancer is the most common malignancy in men and is second only to lung cancer in
cancer related deaths. Androgen suppression, or hormonal therapy, is the support of treatment for
recurrent or advanced (non-localized) prostate cancer. There is no difference in survival among
different treatments of androgen blockade monotherapy. The choice of monotherapy is based on
professional preference but will be associated with marked differences in cost of the drugs used.
The androgen suppression with LHRH analogues is the better relation cost effectiveness. and in thus
case triptoreline is one of the minor cost. All other strategies — LHRH, NSAA, and both combined
androgen blockade strategies or Maximun Androgenic Blockade (MAB) therapy had higer costs and
little advantage in relation to the effectivity in years adjusted for quality of life compared to
triptoreline therapy . Marginal cost effectiveness ratio of NSAA + LHRH versus triptoreline is
$401926/ QALY).

KEY WORDS: Prostate cancer, cost-effectiveness, Triptoreline, Hormonal treatment.

RESUMEN

El cancer de prostata es la enfermedad neoplasica mas comun en los hombres y la de mayor mor-
talidad después del cancer de pulmon. La supresion de andrégenos o la terapia hormonal, es el
soporte principal de tratamiento para el cancer de prostata avanzado (no localizado) o recurrente.
No hay ninguna diferencia en la supervivencia entre los diferentes tratamientos de bloqueo
androgénico con monoterapia. La opcion por la terapia esta basada en la preferencia del médico
prescriptor pero se asociara con marcadas diferencias en el costo de acuerdo a la droga utilizada.
La supresion del andrégeno con los analogos de LHRH, es el de mejor relacion costo eficacia siendo
la triptorelina la de menor costo. Todas las otras estrategias terapéuticas -con otros analogos de
LHRH, Antiandrégenos esteroides o no esteroides, o las terapias de Bloqueo Androgénico Maximo
- tienen costos mas altos y poca ventaja respecto a la efectividad en anos ajustados por calidad de
vida comparadas al régimen de triptorelina (el costo utilidad incremental de diferentes
antiandrdgenos + analogos de LHRH contra la monoterapia con triptorelina es cercano a $401926/
AVACS).

PALABRAS CLAVES: Cancer de prostata, costo efectividad, Triptorelina, tratamiento hormonal.
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INTRODUCCION

En la Argentina el cdncer es la segunda causa de
muerte (el primer lugar lo ocupan las enfermedades car-
diovasculares). Para los varones, el de mayor incidencia
en la mortalidad es el cancer de pulmén, seguido por el
de prostata, colon y recto, estomago y eséfago.

El estudio en particular utiliza el Banco de Datos de
Auditoria Oncolégica del Instituto Provincial de Previ-
sién Social (IPSM) y los registros actuariales del valor de
consumo en Dosis Definidas Diarias (DDD) establecidas
por el Nordic Council on Medicines y posteriormente
generalizadas por el European Drug Utilization Research
Group para cada droga. [1,2].

Dentro del contexto de la economia de la salud y, méds
precisamente, de la farmacoeconomia, el andlisis econd-
mico mediante la aplicacion de diferentes técnicas de es-
timacidn/determinacién de costos y beneficios se ha ido
extendiendo de manera creciente con lo cual existen mé-
todos para la evaluacién del costo efectividad y costo
utilidad de cada protocolo aplicado [3]. En nuestro pais
se encuentran formas comerciales de cualquiera de las
drogas citadas. Dentro de las opciones terapéuticas se
encuentran: Bloqueos Hormonal Simple con antiandré-
genos, dietiletilbestrol o andlogos LHRH y Bloqueo an-
drogénico Maximo (MAB) basado en el uso de andlo-
gos LHRH combinados con antiandrégenos. Se calcula
el costo a cinco afios de cada protocolo de acuerdo a las
ecuaciones farmacoecondmicas cldsicas. En este articulo
en particular se determinan los costos de tratamiento a
Mayo 2003. Respecto a la eficacia de las diferentes tera-
pias, estas se evalian en funcién de la produccién de
salud que relaciona el gasto por protocolo con la espe-
ranza de vida o afios de vida ajustados por calidad
(AVAC’s) [2,3]. La supervivencia a 5 afios para los dos
regimenes terapéuticos no varia entre las drogas utiliza-
das dentro de las diferentes categorias farmacoldgicas
siendo similares entre si y que la supervivencia a 5 afios
comparada entre el Bloqueo Hormonal Simple y el Blo-
queo Hormonal Méximo es de solo 3 % con un incremen-
to de 0.25 AVAC:s. En tal perspectiva la maximizacion del
resultado en términos de salud conduce a la regla de de-
cision 6ptima de cobertura basada en aplicar un valor
umbral por afio de vida ganado consistente con la efica-
cia del recurso terapéutico.

Otros recursos terapéuticos como: Tratamiento Hor-
monal con dietilbestrol; Bloqueo Hormonal Quirtirgico
(Orquidectomia bilateral); Braquiterapia de implantacion;
prostatectomia radical con linfadectomia y radioterapia
[6]: si bien constituyen recursos terapéuticos no presen-
tan utilizacién en nuestro medio. La eficacia de los nue-
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vos protocolos intermitentes (Bloqueo Androgenico In-
termitente BAI) actualmente se encuentran en estudio;
desconociéndose su eficacia (AVACS) a nivel mundial.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizan bancos de datos comerciales para la obten-
cién de campos representativos de costos, especifica-
mente para este fin se utiliza el Banco de datos Alfa Beta.
Por otro lado se utiliza un banco de datos propios del
Area de Auditoria Médico Farmacéutica IPSM: Banco de
datos BACPA para la obtencion de campos representati-
vos de c6digo ATC. Las aplicaciones estdn realizadas
mediante Sistema Acces 2000/Visual Basic 6.0.

Se plantea un Analisis de Costo Efectividad (ACE) ,
utilizado con frecuencia en la evaluacién de tecnologia
sanitaria y comtinmente aceptado tanto por economistas
como por profesionales sanitarios La unidad con la cual
se miden los resultados es el afio vida ajustado por cali-
dad AVACs [7]. Los AVAC constituyen una medida del
output sanitario que combina ganancias en cantidad y
calidad de vida para obtener un indice sintético que per-
mite comparar ganancias en la salud conseguidas de muy
diversas formas. Para obtener AVAC se utilizan, con bas-
tante frecuencia, los denominados perfiles de calidad de
vida basados en utilidades. Entre ellos cabe destacar el
Quality of Well- Being scale (QWB), el Euroqol y el Heal-
th Utility Index (HUI). Por lo tanto, la calidad de vida
[Qt(s)] de las personas es consecuencia tanto del paso
de la edad como de la presencia de diversas enfermeda-
des. De ahi que la calidad de vida [8] esperada puede ex-
presarse de la siguiente manera:

Qt(s)=[ AVAC para edad s] + S Pr [problema d a la edad s]
x [ AVAC para d]

Donde “d” es un determinado problema de salud. La
variacién en Qt(s) nos sirve para medir la variacion en la
cantidad de salud (AVAC) de que pueden disfrutar las
personas entre dos momentos del tiempo determinados.

En términos practicos este tipo de medidas nos per-
mite comparar programas e intervenciones sanitarias en
términos de eficacia relativa y orientar tomas de decisio-
nes. Se utilizan los valores de AVACs [8] para las diferen-
tes opciones terapéuticas a través de los valores calcula-
dos por la Agency for Health Care Policy and Research,
Rockville [14] en concordancia con otras bases interna-
cionales.

Como criterio de trabajo se atribuye la equivalencia
de los valores correspondientes a los AVACs (QALYSs)
calculados segin métodos de valoracién contingente
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para USA/CANADA de los estudios citados con los de
nuestro medio. Esta asuncién puede ser admitida bajo la
circunstancia de que el cancer de préstata ocurre en pa-
cientes en general retirados y sin actividad laboral (afio-
sos) con lo cual el efecto valorativo de ingresos labora-
les/calidad de vida presentan sesgos minimos respectos
a ingresos y los errores provenientes de esta asuncioén
pueden considerarse admisibles [9].

Respecto al célculo de costos acumulados por proto-
colo, se resume en la expresion 1:

T=AVACs N=x
Costo Trat = Z {z DDD consumidos X Costo

T=1 N=1

DDDil {z s D

Siendo el componente Costo DDDi una funcién com-
pleja (ecuacién 1) dependiente del costo en pesos de la
presentacién comercial (CN) ; unidades por presentacion
comercial (UPN); mg por forma farmacéutica (mg f.f.) y
mg por dosis diaria definida (mg DDD).

(expresion 1)

CN X mg DDDi
UPN X mg f.fii

Costo DDD1i = (ecuacién 1)

y el componente de costo no directo fc i = factor de costo
no directo solo valido para los andlogos LHRH por in-
yeccidn subcutdnea abdominal efectuada por el médico
en aplicacién ambulatoria (requiriendo una consulta es-
pecifica), por lo cual se calcula un valor de $0.5 diario
dado que la aplicacion es mensual [7]. El resto de los tra-
tamientos con ciproterona, flutamida, etc., poseen un fc
i=0, dado que son de uso oral. Se plantean respectiva-
mente como elementos de la sumatoria:

Los meses en tratamiento desde el de inicio (mes 1),
hasta el valor correspondiente al AVACs de cada proto-
colo (T), las diferentes combinaciones de drogas utiliza-
das , es decir que por caso se plantea el cdlculo de costo
de cada tratamiento en funcién de la suma de la contribu-
cién de cada tipo de medicacién utilizada (andlogos
LHRH, ciproterona, flutamida, etc.). No se considera el
célculo de costo indirecto. Se calcula por tanto el valor de
ACU segun la expresion 2 y el ACU incremental segtn la
expresion 3 [7]:

ACU = Costo / AVAC (expresién 2)
ACU incremental = Costo protocolo 1 — Costo protocolo
2/ AVACs 1 - AVACs 2 (expresion 3)

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Se considera el tratamiento aplicado al cancer de
préstata avanzado [6] (cuyos criterios de estadificacion
se encuentra mds alld del presente articulo) clasificados
como: T4, NO, MO, cualquier G; o cualquier T, N1 a N3,
MO, cualquier G; Estadios D1 o D2. Dentro de las opcio-
nes terapéuticas reconocidas para el tratamiento de es-
tos estadios [11] se encuentran la terapia hormonal, con
cualquiera de las siguientes drogas antiandrégenos; ana-
logos LHRH (hormona liberadora de hormona luteinizan-
te), andlogos LHRH mds antiandrégeno (MAB Maximun
Androgenic Blockade) y estrégenos (dietiletilbestrol).
Dentro de los tratamientos no hormonales se encuentra
la orquidectomia bilateral como recurso antihormonal.
Estédn bajo investigacion la prostatectomia radical con
orquiectomia inmediata, la quimioterapia sistémica, la ra-
dioterapia y braquioterapia. La curacién es infrecuente,
pero pueden ocurrir respuestas subjetivas u objetivas
sorprendentes en muchos pacientes. En nuestro medio
no se practica la prostectomia radical, la orquidectomia
bilateral, ni la braquiterapia radiante.

El mayor tipo de tratamiento utilizado corresponde al
de la terapia hormonal (99% de los casos) definiéndose la
dosificacion y uso de las diferentes drogas a través de
los DDD mensuales por protocolo (Tabla 1).

En general se ha encontrado que el tnico tipo de tra-
tamiento aplicado al cdncer de prdstata (incluso con valo-
res TNM y Gleasson menores, ya que no se suele llegar
a un diagndstico con determinacion exacta del estadio)
son los citados anteriormente como Analogos LHRH y
Andlogos LHRH mas antiandr6geno (MAB Maximun
Androgenic Blockade).

Existen en el mercado argentino una oferta integral de
diferentes drogas antihormonales aplicadas al tratamiento
del cancer de prostata [10]; verificindose entre las dro-
gas Andlogos de LHRH (hormona liberadora de hormo-
na luteinizante) una oferta de 5 presentaciones comercia-
les de Leuprolide de 22. ; 7.5 y 3.75 mg; 3 presentaciones
de Goserelin de 10 y 3.6 mg ; una presentacién comercial
de Buserelin de 6.3 mg. y 2 presentaciones de Triptoreli-
na 0.1y 11.25 mg. (Figura 1).

Entre las drogas Antiandrégenas no esteroideas exis-
te una oferta de 1 presentacion comercial de Nilutamida
de150 mg; 12 presentaciones de Flutamida de 250 mg; y
10 presentaciones comerciales de Bicalutamida de 50 mg.
Entre las drogas Antiandrégenas esteroideas existe una
oferta de 20 presentaciones comerciales de Ciproterona
de 50 mg. (Figura 2).

Tambien se presentan metanalisis [11,12] y estudios
clinicos que justifican el presente estudio de costo. Die-
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Tabla1: protocolos Terapéuticos por drogas, Dosis Diarias Definidas unitarias

y por protocolo mensual

Protocolos Drogas DDD mensuales Dosis Diaria
Terapéuticos 8 por protocolo Definida en mg
Leuprolide 65.22 0.115
Goserelin 2813 0.128
L Buserelin 11455 0.11
MAB Maximo
Bloqueo Triptorelina 2799 0.134
Androgénico -
Ciproterona 75 100
Bicalutamida 30 50
Flutamida 333.32 75
Ciproterona 150 100
Bloqueo - )
Androgénico Bicalutamida 30 50
Flutamida 333.32 75
Leuprolide 65.22 0.115
Bloqueo Goserelin 28.13 0.128
androgénico
conh An LHRH Buserelin 114.55 0.11
Triptorelina 27 .99 0.134
2
O Leuprolide
1 5
O Goserelin
O Buserelin

O Triptorelina

FIGURA 1: Oferta de LHRH en el Mercado Farmacéutico Argentino.

O Nilutamida

20
B Flutamida

O Bicalutamida

O ciproterona

10

FIGURA 2: Oferta de Antiandrégenos en el Mercado Farmacéutico Argentino.
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ciocho ensayos clinicos no han reportado diferencias
significativas en la supervivencia, incluyendo el mas
grande de los estudios clinicos (Intergroup trial (INT
0105)), a cargo del the Southwestern Oncology Group
(SWOG), que ha incluido 1.382 pacientes en la compara-
cion entre el uso de la terapia MAB vy las de Castracion
quimica con andlogos LHRH. Tres ensayos clinicos han
reportado diferencias significativas en la supervivencia
favoreciendo la terapia MAB. Se reporta una supervi-
vencia de 3.7 a 7 meses; y un incremento en sobrevida a
los 5-afios de 3 a 9 por ciento. En tanto los metanalisis no
demuestran diferencias entre monoterapias y MAB en la
sobreviva a 2 afios (hazard ratio=0.970; 95 por ciento
CI=0.866 a 1.087). Pero se verifica una ventaja relativa
para la MAB en la supervivencia a 5 afios (hazard ra-
ti0=0.871; 95 por ciento CI= 0.805 a 0.942) [12].

En la figura 3 se comparan las curvas de superviven-
cia para los diferentes esquemas de tratamiento se puede
observar que la supervivencia a 5 afios para los dos regi-
menes terapéuticos no varia entre las drogas utilizadas
dentro de las diferentes categorias farmacolégicas siendo
similares entre si. Tambien se demuestra que la supervi-
vencia a 5 afilos comparada entre el Bloqueo Hormonal
Simple y el Bloqueo Hormonal Méaximo es de solo 3%
con un incremento de 0.25 AVACs (Figura 3).

Por lo tanto se ha planteado el calculo de costo acu-
mulado para los dos protocolos de tratamiento Bloqueo

Hormonal Simple con los diferentes andlogos LHRH o
antiandrégenos como monoterapia y el Bloqueo Hormo-
nal Maximo con asociaciones de los diferentes andlogos
LHRH y antiandrégenos.

Se obtiene el costo por periodo en funcién de célcu-
los progresivos de costo (expresion 1), aplicando los va-
lores consignados en la tabla 1 y las ecuaciones anterior-
mente citadas (Tabla 2, Tabla 3).

En tal perspectiva la maximizacién del resultado en
términos de salud conduce a la regla de decisién 6ptima
de cobertura basada en aplicar un valor umbral por afo
de vida ganado consistente con la eficacia del recurso
terapéutico.

El protocolo de menor costo corresponde al uso del
dietiletilbestrol con 718 $/AVACs con una eficacia de 4.68
AVAC s, siendo a la vez el de mayor experiencia acumula-
da. Si bien presenta una alta incidencia de efectos adver-
sos; hoy en dia en desuso, este tipo de terapia no se uti-
liza y no hubo casos de pacientes con este tratamiento.

El protocolo de mejor relacidn costo eficacia es el de
triptorelina con 10297 $/AVACs con una eficacia cercana
a 4.9 AVACs. Dentro del mismo tipo de tratamiento con
andlogos LHRH tenemos como protocolo de mayor cos-
to al de leuprolide con 17469 $/AVACs. Lo que implica
un aumento cercano al 70% para dos tratamiento equiva-
lentes en eficacia.

80

60

40

20+

Porcentaje de supervivencia

0

=—a Pacientes con Bloqueo
androgénico Maximo (MAB)

e—e Paciente con Bloqueo
androgénico simple

8-5%
6,6%

Curva de supervivencia a 5 afos.
Metanalisis de 6500 pacientes en
20 estudios clinicos.

0 5
AROS

1
10

FIGURA 3: Eficacia relativa comparada entre protocolos de blogueo androgénico simple y bloqueo androgénico maximo.
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En tanto el protocolo de mayor costo correspondien-
te a la asociacion de andlogos LHRH y antiandrégeno
(MAB Maximun Androgenic Blockade) corresponde a la
asociacion leuprolide + ciproterona con 30069.24 $/AVA-
Cs con una eficacia de 5.15 AVACs; seguido por el de
buserelin + ciproterona con un costo eficacia de 26760 $/

AVAC:s. y el de goserelin + ciproterona con 25826.64$/
AVACs. Se han encontrado una gran cantidad de casos
con este tipo de tratamiento; representando cerca del
47% del total de los diagndsticos de cancer de prostata.

En una segunda instancia se plantea la comparacion
de los dos tipos de tratamiento: ;cudn mas eficiente es el

Tabla 2: drogas y protocolos aplicados al tratamiento del cancer de prostata,

eficacia en AVACS y costos

Protocolo Droga Droga c“;? ;igi“a' efef:i\‘;fgg €N | costo/avacs COStI;’ etsr::' en
leuprolide 145577 489 17469 24 85424.58
goserelin 110222 4.89 13226 .64 6467827
LHRH buserelin 1180 439 14160.00 69242.4
triptorelina 858.14 4.89 10297 68 50355.66
ciproterona 1050 4.61 12600.00 58086
. ; bicalutamida 276 4.61 3312.00 15268.32
Antiandrégenos} -
flutamida 300 4.61 3600.00 16596
ciproterona 2100 461 25200.00 116172
leuprolide ciproterona 2505.77 5.15 30069 .24 154856 59
leuprolide bicalutamida 145577 5.15 17469 24 89966.59
leuprolide flutamida 175577 5.15 2106924 108506.59
goserelin ciproterona 215222 5.15 25826 .64 133007.2
goserelin bicalutamida 137822 5.15 16538.64 85174
MAB goserelin flutamida 140222 515 16826.64 86657.2
(Asociacion) buserelin ciproterona 2230 515 26760.00 137814
buserelin bicalutamida 1456 515 17472.00 89980.8
Buserelin flutamida 1480 515 17760.00 91464
triptorelina ciproterona 1908.14 5.15 22897 68 117923.05
triptorelina bicalutamida 1134.14 5.15 13609.68 70089.85
triptorelina flutamida 1158.14 5.15 13897 .68 71573.05

Tabla 3: drogas y protocolos aplicados al tratamiento del cancer de prostata, costos por DDD

. Factor| DDD Costo Costo ho
unidades . Costo por . X
mg por Dosis L de mens. directo |directo por
. por o Dosis Diaria DDD Total
Terapia Droga forma Diaria costo | por . por trat. trat.
present. | por present. consumida (pesos)
farm. com Definidg no |protoc pesos mensual | mensual
) directo| olo (pesos) (pesos)
UP, X mgf.f.i C, XmgDDD
Mg f.f UPy mg DDD) mg DDDi fe UPN X mg f.f.i
leuprolide 7.5 1 0.115 65.22 0.5 65.22 21.8 1425.77 0 1455.77
Goserelin 3.6 1 0.128 2813 0.5 2813 38.12 1072.22 0 110222
LHRH

buserelin 126 1 on 114.55 0.5 114.55 10.04 1150 0 1180

triptorelina 375 1 0134 27.9 0.5 27.9 29.59 82814 0 85814

ciproterona 50 50 100 25 0 75 14 1050 0 1050

antiandro-| bicalutamida 50 50 50 50 0 0 92 276 0 276
genos flutamida 250 50 75 166..66 0 333 09 300 0 300
Ciproterona* 50 50 100 25 0 150 14 2100 0 2100
* cuando es utilizado como monoterapia.
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FIGURA 4: Costo Utilidad Incremental de diferentes asociaciones MAB versus triptorelina.

tratamiento de bloqueo hormonal con andlogos versus el
MAB? Sabemos por un lado que las diferencias en la efi-
cacia corresponde a 0,26 AVACs; pero con grandes dife-
rencias de costo (por ejemplo el bloqueo con triptorelina
10297 $/AVACs respecto al tratamiento combinado MAB
leuprolide + ciproterona con 30069.24 $/AVACs). La rela-
cion establecida para definir este tipo de comparacién se
establece a través del denominado ACU incremental [7]
y se encuentra ilustrado en la (Figura 4).

Al comparar los dos protocolos se encuentra una re-
lacidn de costo utilidad incremental de 401926 $/AVACs
para el protocolo leuprolide + ciproterona versus triptore-
lina. Es necesario sefialar que en la evaluacién sanitaria
costo-utilidad una conducta es admisible con cocientes
de costo-utilidad incremental menor a U$S 50.000 por
AVAC:s (por ejemplo el transplante renal, posee una valor
cercano a U$S 38.000 por AVACs) y teniendo en cuenta
que la Seguridad Social financia de este tipo de protoco-
los combinados; es compatible con la observacion de
inequidades en salud.

Este tipo de consideraciones respecto a la justifica-
cion de costo efectividad agregada a evidencias experi-

mentales referente a la hormonodependencia parcial del
cancer de préstata motiva un gran impulso que se estd
dando a nivel mundial respecto a una nueva modalidad
de tratamiento denominada bloqueo androgénico intermi-
tente (BAI); pero la eficacia no ha sido adecuadamente
determinada para ser incluida en el presente trabajo [13] .

El uso de antiandrégenos en Bloqueo Hormonal Sim-
ple, poseen relaciones de costo eficacia realmente poco
favorables con costos que oscilan entre 18260 $/AVACs
con eficacias menores a los 4.6 AVACs; siendo poco uti-
lizados y no existiendo casos de pacientes con este tra-
tamiento en monoterapia.

CONCLUSION

La supervivencia y la calidad de vida son las dos va-
riables finales con las que se debe evaluar cualquier tra-
tamiento anticanceroso. En un conjunto de situaciones
de alto impacto en cuanto a afos de vida perdidos, dado
que la tercera parte de los pacientes tienen menos de 65
afios y con un alto consumo de recursos en aumento
vertiginoso (9 billones $ en 1985 mundial, con proyec-
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cién de 28 billones $ en el afio 2005), la optimizacién de
estos recursos nos obliga a ofrecer alta calidad a bajo
coste, usando los conceptos de eficacia, seguridad, efec-
tividad y eficiencia [3].

Ejemplos paradigmaticos los encontramos en la estra-
tegia del tratamiento del cdncer de préstata avanzado en
donde existen protocolos con similares grados de efica-
cias pero con diferencias de costos de hasta un 300%, en
tanto el agente financiador (Seguridad Social) no discri-
mina estos aspectos en sus tareas de auditorias.

Las conclusiones de amplios metaandlisis sobre si-
tuaciones de alta prevalencia como el cancer de préstata
avanzado nos pueden ayudar a confeccionar guias clini-
cas que contemplen el tratamiento especifico (que sabe-
mos costoso), en este sentido el bloqueo hormonal con
andlogo de LHRH con triptorelina es el de costo més efi-
ciente en beneficio de las utilidades bajo un principio
econdmico de restriccidon presupuestaria [7]. Desde el
punto de vista del cdlculo de coste por proceso, los estu-
dios de farmacoeconomia y calidad de vida, nos permiti-
ran desmitificar posturas tépicas de “criterio médico he-
gemonico” [4,5] o de encarnizamiento terapéutico.

El componente de ahorro generado por este tipo de
andlisis puede permitir la disminucién de la cdpita onco-
16gica de las prestaciones, respecto a otras prestaciones
especiales como diabetes, atencién primaria, etc. °

REFERENCIAS

1. Laporte, J. R.; Tognoni, G.

Principios de Epidemiologia del Medicamento, Ed. 2
Edic. Cientificas y Técnicas Masson Salvat Barcelona,
1993.

2. Capella, D.

Descriptive tools and andlisis, Dukes MNG ed. Drug
utilization studies: methods and uses, Copenaghe:
WHO Regional Office for Europe, 1970.

3. Eisenberg, J. M.; Schulman, K. A.; Glick, H.; Koffer H.
Pharmacoeconomics: Economic Evaluation of
Pharmaceuticals. In: Strom B, ed.,
Pharmacoepidemiology. New York: John Wiley & Sons,
1995; 469-505.

Rev. Cienc. Tecnol. /Ao 7 / N° 7a / 2005

4. Galvez Gonzéalez, A. M.

La farmacoeconomia en la eficiencia de la salud
publica, Rev. Cubana Salud Pudblica; 1999; 25 [1]: 81-5
5. Meyerhoff, R.

Descentralizacion, Financiamiento, Costo y Autogestion
de Establecimientos de Salud: una vision integrada.
Publicacién OPS. 1997.

6. The National Cancer Institute of The National
Institute sof Health. PDQ Treatment Summary for
Health Professionals: Prostate Cancer.

7.Vega, A. H.; De Las Cuevas, C. |.; Seiaris, J.
Economia de la Salud, Ed. Piramide, Madrid, 2001.

8. Pinto Prades, J.

El Valor de la Salud: un enfoque basado en el andlisis
Coste Beneficio. Centre de Recerca en Economia i
Salut, Barcelona.

9. Blomqvist A.

Economic efficiency and QALY-based Cost-Utility
Analysis in Health Care Department of Economics,
University of Western Ontario, London, Canada, N6A
5C2.).

10. Dr. Franco, J. C.; Jaborniski, J.; Falkowski J. C.
Informe de Auditoria Oncoldgica, IPSM, 2000.

11. Murphy, G.; Laurence, W.; Lenhard, R.

Oncologia Clinica Manual de la American Cdncer
Society, ED. 2 Pub. Cientif. N 559, OPS, Washington,
1996.

12. Prostate Céancer Trialists’ Collaborative Group:
Maximum androgen blockade in advanced prostate
cdncer: an overview of 22 randomised trials with
3283 deaths in 5710 patients. Lancet 346, (8970): 265-
269, 1995.

13. Vilanova, M.

Cdncer de prostata. Bloqueo androgénico intermitente,
Oncologia Clinica, Vol. VIII, N° 1.

14. The Relative Effectiveness and Cost-Effectiveness
of Methods of Androgen Suppression in the Treatment
of Advanced Prostatic Cdancer. Summary, Evidence
Report/Technology Assessment: Number 4, January
1999. Agency for Health Care Policy and Research,
Rockville.

Recibido: 01 de Octubre de 2003.
Aprobado: 01 de Octubre de 2004.



Vedoya, M. C. et al.: Micosis sistémicas oportunistas en nuestro medio 13

Rev. Cienc. Tecnol.
AN07/N°7a/2005/13-17

MICOSIS SISTEMICAS OPORTUNISTAS EN
NUESTRO MEDIO

Vedoya, M. C. / Medvedeff, M. G. / Mereles, B. E. / Chade, M. E. / Silva, G.

Laboratorio de Micologia. Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico. CIDeT. Facultad de Ciencias
Exactas, Quimicas y Naturales. Universidad Nacional de Misiones. Av. Mariano Moreno 1375. (3300),
Posadas. Misiones. Argentina. Telefax: 54 3752-435118. E-mail: micologia@fceqyn.unam.edu.ar.

ABSTRACT
SYSTEMIC OPPORTUNISTIC MYCOSES OF OUR ENVIROMENT
We present a compilation of opportunistic systemic mycoses detected at the mycology laboratory
of the Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales of the Universidad Nacional de Misiones,
Argentina, during the year 2003.
Our laboratory covers patients from the Regional Central Hospital "Dr. Madariaga" and the main
clinical centres of Posadas City, capital of Misiones, Argentina.
Samples were processed according to the classical diagnostic algorithm: direct microscopic
observation of samples, in vitro culturing and taxonomic identification of isolated fungi. In some
cases, serological techniques were used, allowing for fungal antigens or circulating antibodies to be
detected.
Ninety two samples in total were processed, from which 6 Cryptococcus neoformans, 5 Candida
albicans, 1 Candida kruseiy 1 Aspergillus fumigatus were isolated.
We highlight the importance of the isolation and identification of these fungi from human samples,
in particular when clinical signs are not clear.

KEY WORDS: opportunistic systemic mycoses, Cryptococcus neoformars, candida spp, Aspergiliis
fumigatus.

RESUMEN
Nos proponemos en el presente trabajo realizar una revision de la situacion actual de las micosis
sistémicas oportunistas en el Gltimo ano.
Las muestras se recepcionaron en el laboratorio de micologia de la Facultad de Ciencias Exactas,
Quimicas y Naturales, servicio que presta a pacientes internados y ambulatorios del Hospital Regio-
nal Ramon Madariaga y otros centros asistenciales de la ciudad de Posadas (noreste de la Republica
Argentina).
Las muestras se procesaron de acuerdo al esquema basico de diagndstico clasico: observacion mi-
croscopica directa de la muestra patologica procedente de la lesion, cultivo de la misma para ais-
lamiento final e identificacion de la especie fungica implicada. Se aplicaron, ademas, métodos alter-
nativos al cultivo como técnicas serolégicas que permitieron la deteccion de antigenos fungicos y
anticuerpos circulantes.
Se procesaron 92 muestras de las cuales se aislaron 6 Cryptococcus neoformans, 5 Candida
albicans, 1 Candlida krusery 1 Aspergilius fumigatus.
Cabe destacar la importancia del diagndstico de este tipo de micosis, sobre todo cuando el cuadro
clinico se presenta con caracteristicas semejantes a otras patologias mas frecuentes, algunas veces
tratadas erroneamente por no contar con el diagnostico de laboratorio.

PALABRAS CLAVES: micosis sistémicas oportunistas, Cryptococcus neoformans, Candiaa spp,
Aspergillus fumigatus.
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INTRODUCCION

Las micosis oportunistas han aumentado en los ulti-
mos aflos en forma considerable y estamos asistiendo a
un incremento importante de infecciones sistémicas pro-
ducidas por hongos [1]. Los hongos considerados opor-
tunistas poseen virulencia inherente muy baja, por lo que
las defensas del huésped tienen que estar muy disminui-
das para que se establezca una infeccién. Entre los agen-
tes etiolégicos mds frecuentes se encuentran: Aspergi-
llus, Candida, Cryptococcus, entre otros.

El establecimiento de las infecciones oportunistas
depende primero de que se haya alterado la resistencia
del huésped, mas que del tamafio del indculo. No tienen
un drea geografica restringida. El aumento de la frecuen-
cia de estas infecciones ha ido en paralelo con el uso de
antibidticos, citostaticos, inmunosupresores, esteroides
y procedimientos invasivos, quemaduras extensas, trau-
matismos, heridas graves, diabetes, transplantes, neutro-
penia severas, disgamma globulinemias, agranulocitosis,
linfomas, SIDA vy otras enfermedades mortales. La res-
puesta celular usual es necrética supurante que a menu-
do estd pobremente organizada en una reaccién granulo-
matosa [2].

Las enfermedades ocasionadas por levaduras del gé-
nero Candida afectan piel, mucosas y, en ocasiones, a
los 6rganos internos, pudiendo dar origen a micosis sis-
témicas, sobre todo en pacientes inmunodeprimidos [3].

La criptococosis es una infeccién exégena, cosmo-
polita, de evolucién crénica o subaguda, producida por
Cryptococcus neoformans. La criptococosis puede pro-
ducirse en sujetos normales, pero afecta sobre todo a
pacientes inmunodeprimidos o con enfermedades debili-
tantes. Es la micosis sistémica que con mayor frecuencia
se asocia al SIDA y una de las principales causas de
muerte de estos pacientes [4].

La aspergilosis puede presentarse de multiples for-
mas clinicas, principalmente asociadas al aparato respira-
torio y a la piel, en personas inmunocompetentes (asper-
giloma), atépica (aspergilosis broncopulmonar alérgica) o
inmunosuprimidas (aspergilosis pulmonar invasora) [5].
El aspergiloma o aspergilosis intracavitaria ha aumenta-
do su frecuencia con la administracién de tuberculostati-
cos cada vez de mayor eficiencia [6].

El objetivo de este trabajo fue presentar los hallazgos
de hongos oportunistas, aislados en muestras clinicas
de pacientes internados y ambulatorios, con diagnéstico
presuntivo de micosis sistémicas del Hospital Regional
Ramén Madariaga y otros centros asistenciales de la ciu-
dad de Posadas (Misiones), durante el afio 2002.

Rev. Cienc. Tecnol. /Ao 7 / N° 7a / 2005

MATERIALES Y METODOS

Muestras clinicas

Las muestras procesadas fueron: esputos seriados,
lavado broncoalveolar (BAL), suero, sangre, liquido cefa-
lorraquideo (LCR), material de biopsia, liquido pleural,
hisopado de fauces, secrecién bronquial, sonda y mate-
ria fecal.

Examen directo de las muestras

Se realizaron observaciones microscopicas directas
de los materiales en busca de elementos flingicos con:

- KOH en concentraciones del 10 al 40%.

- Tinta china.

- Coloraciones (Giemsa, Gram, Kinyoun).

Cultivo de las muestras clinicas

Se realizaron cultivos en:

- Agar glucosado Sabouraud (Merck-Merck Quimica
Argentina).

- Agar selectivo para hongos patégenos (Merck-
Merck Quimica Argentina).

- Agar Infusién cerebro corazén (Merck-Merck Qui-
mica Argentina).

- CHROMagar Candida (CHROMagar Paris, Francia).

- Corn meal agar-tween 80 (Britania. Bs. As. Argenti-
na).

- Agar extracto de semilla de girasol.

- Los cultivos se incubaron a 28°C y a 37°C. Las pla-
cas se observaron diariamente y aquellas en las que no
se detectd desarrollo fingico se descartaron a los 30
dias.

Identificacion de agentes etiologicos aislados

Se realizaron de acuerdo con las caracteristicas cultu-
rales y micromorfolégicas de los cultivos desarrollados
en medio agar glucosado Sabouraud, CHROMagar Can-
dida, Corn meal agar-tween 80, agar extracto de semilla
de girasol, agar infusién cerebro corazén. En hongos le-
vaduriformes se recurrid, ademas, a técnicas auxiliares de
identificacién: auxonograma, zimograma, urea de Chris-
tensen. [7, 8,9, 10, 11, 12].

Inmunodiagnéstico

Las técnicas serolégicas empleadas fueron:

- Inmunodifusion doble, con aspergilina (A. fumiga-
tus, A. flavus y A. niger).

- Contrainmunoelectroforesis, con aspergilina (A. fu-
migatus, A. flavus 'y A. niger).

- Aglutinacién con particulas de latex sensibilizadas
con suero de conejo anti polisacarido capsular de Cryp-
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tococcus neoformans, para determinar presencia de anti-
geno capsular en muestras de LCR, suero y orina (IMMY
Latex Crypto antigen detection system. EEUU) [13, 14].

Los antigenos de las tres especies de Aspergillus uti-
lizados en las técnicas de precipitacion en medio sélido,
fueron proporcionados por el Instituto Nacional de Enfer-
medades Infecciosas Dr. Carlos Malbran.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sobre un total de 92 muestras clinicas de pacientes
internados y ambulatorios, con diagndstico presuntivo

de micosis sistémicas, el porcentaje de micosis causadas
por hongos oportunistas fue de un 13%.

Las muestras procesadas, frecuencia de muestras
positivas, agentes etioldgicos involucrados y factores
predisponentes se detallan en la (Tabla N° 1).

Los porcentajes de agentes etiolégicos identificados
sobre el total de muestras positivas se detallan en el gra-
ficoN° 1.

De los seis casos de criptococosis registrados, cinco
fueron de muestras de LCR procedentes de pacientes
con SIDA y una muestra de LCR de una paciente del
sexo femenino con una severa inmunodepresion no aso-

Tabla1: tipoy nimero de productos bioldgcos procesados, frecuencia de muestras positivas,

agentes etioldgicos involucrados y factores predisponentes asociados.

. Agentes Factores
Muestras Procesadas Positivas etilogicos predisponentes
) SIDA
Esputo 22 2 C. albicans Quimioterapia
Biopsia 1 - - -
Hisopado de fauces 2 - -
Lavado broncoalveolar 3 1 C. albicans Leucemia
SIDA
Liquido cefalorraquideo 8 6 C. neoformans Inmunodepresion no
asociada al SIDA
Liquido pleural 3 - - -
Sangre para lisis centrifugacion 4 - - -
Materia fecal 1 1 C. albicans SIDA
Secrecion bronquial 1 - - -
Sonda + hemocultivo 1 1 C. krusel Herido por arma blanca
) Tubercolosis +
Suero 46 1 A. fumigatus tabaquismo
Totales 92 12
% muestras positivas 13 %
8,3% [ c. albicans
33,3%
‘ Oc. krusei
O c. neoformans
B A. fumigatus
8,3%
50,0%

GRAFICO 1: Porcentaje de agentes etioldgicos aislados sobre el total de muestras positivas.
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ciada al SIDA, que fallecié sin que se determinara el ori-
gen de la misma. En tres de las seis muestras se hizo el
diagnéstico de laboratorio por aislamiento del agente
etioldgico y en las restantes mediante la deteccion del
antigeno capsular por aglutinacién con particulas de 14-
tex. Es un método altamente sensible y especifico que
permite detectar aproximadamente el 99% de las cripto-
cocosis. La criptococosis continda siendo una de las
enfermedades marcadoras mas graves de SIDA, y la que
determina mayor tasa de mortalidad dentro de las micosis
asociadas al HIV (14, 15).

Se detectaron en cinco muestras clinicas, levaduras
del género Candida, procedentes de pacientes con fac-
tores predisponentes para el desarrollo de la enfermedad.
La especie aislada con mayor frecuencia fue C. albicans,
una aislada de lavado broncoalveolar de un paciente con
leucemia con un recuento de levaduras mayor a 100.000
UFC/ml; otras dos, de muestras de esputo seriado prove-
nientes de un paciente sometido a quimioterapia a causa
de un tumor laringeo y otra de un paciente con SIDA.

Una C. krusei fue recuperada de una sonda vesical y
hemocultivo de un herido grave por arma blanca.

Por inmunodifusién doble se diagnosticé un caso de
aspergilosis producida por Aspergillus fumigatus, en un
paciente de 47 afios de edad de sexo masculino con ante-
cedentes de tabaquismo y tuberculosis (16, 17, 18, 19).

La incidencia mundial de las micosis sistémicas pro-
ducidas por hongos oportunistas ha aumentado consi-
derando el mismo un tributo al progreso de la ciencia
médica (20). Ademas, se hace necesaria la identificacion
del agente etiolégico hasta género y especie debido a la
frecuente aparicion de especies resistentes a los antiftin-
gicos (21).

Es conveniente que los datos aportados por el labo-
ratorio de Micologia en el caso de micosis oportunistas,
sean sumados a una correlacién clinico-patolédgica y de
ser posible a un meticuloso y exhaustivo estudio del
material anatomopatolégico (22). Esta situacién es un
desafio para nuestro grupo de investigacion, ya que si-
gue siendo una dificultad la obtencién de todos los da-
tos clinicos, no por falta de interés del personal médico
sino por el exceso de tareas, dado el incremento de pa-
cientes en los servicios de salud publica. De mds estd
aclarar que el otro gran inconveniente es el econémico para
realizar estudios complementarios y anatomopatoldgicos.

CONCLUSION
Es de destacar que el hallazgo de un 13% de micosis

sistémicas producidas por agentes oportunistas, repre-
senta un problema para la salud ptblica del que no se
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poseen datos epidemiolégicos. Hay que considerar, que
estas patologias se pueden presentar con caracteristicas
clinicas semejantes a otras mas frecuentes y podrian ser
tratadas erréneamente por no contar con el diagnéstico
etioldgico de laboratorio. Por lo tanto, es imprescindible
una estrecha comunicacién entre el médico y el personal
del laboratorio de micologia para valorar el aislamiento
de especies flingicas oportunistas, y asi encaminar un
correcto tratamiento. °
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ABSTRACT

DETERMINATION OF AMOXICILLIN IN PHARMACEUTICAL PREPARATIONS BY RP-HPLC.

A method for amoxicillin assay from pharmaceutical preparations by HPLC that offers the
advantage of using conventional columns and isocratic system was developed. The
chromatographic conditions comprise the use of reverse-phase column C18 (250 X 4 mm x 5 m),
pore diameter of 1004, and without use of pre-column, as mobile phase of phosphates buffer and
acetonitrile as modifier, in proportion (39:1) at pH 5,0 (+0,1) with a flow of movile phase of 0,7 ml
min-1. The eluate was monitored at 238 nm. The method exhibited high selectivity to quantify
amoxicillin in presence of related organic substances allowing its use for studies of stability and
pharmaceutical quality.

KEY WORDS: amoxicillin, pharmaceutical preparations, validation, RP-HPLC.

RESUMEN

La Farmacopea Nacional Argentina en ninguna de sus ediciones codifica métodos para valorar
amoxicilina en formas farmacéuticas, las Farmacopeas de reconocimiento internacional la determi-
nan por cromatografia liquida de alta performance. Se desarroll6 un método que ofrece la ventaja
de utilizar columnas cromatogréaficas convencionales, cuyas condiciones cromatograficas compren-
den el uso de una columna en fase reversa C18 (250 x 4mm x 5 mm), didmetro de poro de 100A,
y sin el uso de precolumna; se utilizd como fase movil buffer de fosfatos y acetonitrilo como modi-
ficador, en proporcion (39:1) a pH 5,0 (+0,1) con un flujo de fase mévil de 0,7ml/min y monitoreando
el eluato a 230 nm. El método exhibi6 una excelente precision con dispersion menor al 1%, con un
porcentaje de recuperacion mayor al 98% y una alta selectividad para cuantificar amoxicilina en
presencia de impurezas organicas relacionadas permitiendo su utilizacion para estudios de estabi-
lidad y calidad farmacéutica.

PALABRAS CLAVES: amoxicilina, formas farmacéuticas solidas, validacion, HPLC.
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INTRODUCCION

La amoxicilina (AMX) es un antibidtico de la clase de
los betalactdmicos, que pertenece al grupo de las penici-
linas semisintéticas de espectro ampliado. Abarca, ade-
mds de las bacterias grampositivas, una serie de bacilos
gramnegativos, como la Escherichia coli, los géneros
Haemophilus, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Shige-
lla, Salmonella entre otros. [1].

Farmacolégicamente actiia inhibiendo la biosintesis
de la pared bacteriana, en la fase de transpeptidacion,
formacién de enlaces peptidicos cruzados, en microorga-
nismos en fase de crecimiento logaritmico con el conse-
cuente efecto bactericida por shock osmético.

De acuerdo al listado de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMYS) integra el grupo de los medicamentos
esenciales y es ampliamente utilizada tanto en los paises
desarrollados como en desarrollo. La amoxicilina es un
parahidroxiderivado de la ampicilina y tiene la ventaja
sobre esta de tener mejor absorcién a nivel del tracto di-
gestivo y mayor actividad por via oral. También presenta
ventajas en su administraciéon conjunta con alimentos,
pues su absorcién no es influida por los mismos [1].

Quimicamente es el dcido 6-[D(-)-alfa-amino-p-hydro-
xifenilacetamido] penicilamico. Es ligeramente soluble en
agua, alcohol etilico, alcohol metilico e insoluble en sol-
ventes orgdnicos no polares como el cloroformo y éter.
En soluciones acuosas 4cidas se produce la disociacion
de tres protones; el del acido carboxilico, del hidroxilo
aromatico y el del grupo amonio [2].

Esta droga semisintética es producida a partir de dos
compuestos, a saber la 4-hidroxifenilglicina (4-HPG) y el
dcido 6-amino penicildmico (6-APA). El 6-APA es produ-
cido por la ruptura quimica del nicleo benzilpenicillium.
El camino mds comtn de producir benzilpenicillium es
por un proceso de fermentacién que involucra al hongo
Penicillium chrysogenum [3].

La humedad y la temperatura por encima de los 30° C
tiene efecto adverso sobre su estabilidad. La degrada-
cién se puede producir por dimerizacién o por ruptura
hidrolitica del anillo b-lactdmico. La dimerizacién de la
amoxicilina se produce a través del ataque nucleofilico
del grupo amino de una molécula con el grupo carbonilo
del anillo b-lactamico de otra. La degradacién por hidrdli-
sis se produce por ataque del i6n fenéxido en una molé-
cula de amoxicilina con el anillo b-lactdmico de una se-
gunda molécula [2].

Los productos de la mayoria de las rutas de descom-
posicién de la AMX son el acido penicilloico producido
por hidrélisis, el cual pierde inmediatamente CO2 para
formar el acido penilloico y el dimero de la amoxicilina.

Otras rutas menores de descomposicién son la formacién
de trimeros o tetrameros, pero menos significativa que la
anterior.

Se presenta en los medicamentos en la forma de
amoxicilina trihidrato en cdpsulas y en suspensiones ora-
les para reconstituir; y como amoxicilina sédica en solu-
ciones inyectables. Su administracién en dosis sub-tera-
péuticas tiene implicancia directa en los cuidados de la
salud de la poblacién, ya que puede contribuir al desa-
rrollo de resistencia bacteriana a la misma.

La Farmacopea Argentina en su VI Edicién no inclu-
ye la monograffa de la AMX como tampoco de las for-
mas farmacéuticas de presentacién. En la nueva edicion,
atn no editada, la monografia de amoxicilina es un docu-
mento en revision.

El método de cuantificacion que utiliza la Farmacopea
de Estados Unidos (USP) 24a edicién para cuantificar
amoxicilina en materia prima y en tabletas es por Croma-
tografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC). La columna
que utiliza para la cuantificacién de amoxicilina es una de
fase reversa ligada a octadecilsilanos (ODS) de 3,9 x 30
cm, y como precolumna una de 2x2cm, también de ODS
[4].

En trabajos de otros autores se validan métodos para
cuantificar amoxicilina por HPLC teniendo en cuenta los
productos de degradacion y las sustancias relacionadas
a su proceso de produccion. No obstante algunos proto-
colos presentan desventajas, como los largos tiempos de
andlisis o deriva de linea de base al usar sistemas de elu-
cion de gradiente ternarios [5, 6, 7, 8, 9].

Shakoor y colaboradores en 1978 desarrollan un mé-
todo por HPLC que utiliza un sistema de fase movil iso-
crético, que permite cuantificar amoxicilina en presencia
de sus sustancias relacionadas en cortos tiempos de and-
lisis, resultando ventajoso para controles de calidad de
medicamentos que contienen esta droga. Dicho método
utiliza una columna ODS de 100 x 2 mm, y también ha
sido validado para cdpsulas y suspensiones [3].

El objetivo del presente trabajo es validar un método
alternativo de andlisis por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién en Fase Reversa, que permita cuantificar
amoxicilina en presencia de sus potenciales productos
de degradacion usando columnas convencionales de
base de silica ligada a octadecilsilanos.

MATERIALES Y METODOS
La amoxicilina sustancia de referencia (AMX-SR) para
ensayos fisico-quimicos fue adquirida en el Instituto

Nacional de Medicamento (ANMAT-INaMe). La pureza
declarada sobre sustancia anhidra (HPLC) fué del 98,6%
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con un DSR de 0,09%; y la humedad declarada del
13,96%.

La identidad de la sustancia de referencia ANMAT-
INaMe fue determinada mediante barridos espectrales
entre 190 y 450 nm, usando un espectrofotdmetro de arre-
glo de fotodiodos modelo Hewlett Packard 8453.

Se utilizaron comprimidos que se adquirieron en el
mercado para los ensayos de validacién correspondien-
do a productos de distintas marcas comercializadas en el
pais representativos de la diferente composicion en exci-
pientes para las formulaciones de estos medicamentos.

Preparacion de la Muestra

De la muestra constituida por 20 unidades (comprimi-
dos) se seleccionaron 5 aleatoriamente para ser procesa-
das. Se trituraron hasta grado de polvo, tomando una
cantidad equivalente correspondiente a 250 mg de AMX
que se llevé a un volumen de 200 mL con buffer fosfato
Salino al 068 % y pH = 5,0. Se procedia a sonicar en bafio
de ultrasonido a 42 KHz (+6%) durante 5 minutos a tem-
peratura ambiente, enrasando posteriormente con el mis-
mo buffer a 250 ml. Se agit6 esta solucién por 30 minu-
tos. Para su andlisis se tomaba una porcion, se la centrifu-
gaba por 10 minutos a 3300 r.p.m. y filtraba (membranas
de nylon) para su posterior inyeccién en el cromatdgrafo.

Se evaluaba el comportamiento espectral de la mues-
tra entre 200 y 400 nm a fin de determinar la presencia de
maximos de absorcién semejantes a los de amoxicilina.

Se procesaron muestras de tres laboratorios con dis-
tintas fecha de vencimiento, correspondiendo a compri-
midos de amoxicilina de 500 mg con y sin cobertura, y
polvo para reconstituir, suspensiones extemporaneas.

Seleccion y optimizacion de la Condiciones
Cromatograficas

El sistema cromatografico utilizado fue un cromat6-
grafo modular Hewlett Packard modelo HP 1100, integra-
do por un sistema de bomba cuaternaria, médulo de des-
gasificacion por vacio, sistema autoinyector, médulo de
termostastizacién de columna y detector de arreglo de
fotodiodos y fluorescencia. Para el desarrollo experimen-
tal se utilizaron reactivos de calidad analitica y los sol-
ventes del sistema cromatografico fueron de grado HPLC
y filtrados para su utilizacion.

Se disponian de dos columnas cromatograficas de
dimensiones y caracteristicas semejantes a las utilizadas
en los trabajos de Shakoor y col; y por la USP 24° Ed.

Para comparar la respuestas en la separacién de AMX
se utilizé una columna Hypersil ODS-5 de 125 x 4mm x 5
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um, con didmetro de poro de 120 A en condiciones simi-
lares a las propuestas por Shakoor et al [3]. Como fase
movil se utilizé una mezcla de solucién reguladora de
Fosfatos a pH=7,0 (£0,1) y metanol como modificador
organico en proporcién (97:3); a un caudal de 0,4 ml/min
y sin control de temperatura. El volumen de AMX-SR in-
yectado fue de 10ml (100 mg), monitoreando la elucién
de los picos a 229 nm y 273 (ancho de banda de 8nm)
con referencia a 400nm (ancho de banda 100nm) y com-
plementando la evaluacién de la respuesta en todo el
espectro UV-Vis (200 - 600nm).

Para comparar las metodologias en condiciones iso-
craticas se modificé la composicion de la fase mévil de
las condiciones propuestas por Shakoor y col, de manera
de ajustar y mejorar la elucién de la AMX y poder com-
pararla con las condiciones definidas en la USP 24° Ed.

Considerando la metodologia codificada por la USP
utilizando la Lichorospher RP 100 18 e, de dimensiones
250 x 4mm x 5 mm, didgmetro de poro de 1004, y sin el
uso de precolumna; se utiliz6 como fase movil buffer de
fosfatos y acetonitrilo al 2,5% como modificador. El pH
de la fase movil en este caso fue ajustado a 5,0 (0,1). Se
usé la misma cantidad de masa para la inyeccién al cro-
matdgrafo y el monitoreo de los picos fue realizado en las
mismas longitudes de onda.

La seleccién de las condiciones cromatogréficas pre-
liminares fue determinada mediante comparacién de los
valores factor de capacidad, eficiencia, pureza y simetria
de pico, entre las metodologias analizadas, tras inyec-
cién de la AMX-SR.

Se optimizaron las condiciones cromatograficas reali-
zando modificaciones del flujo de la fase mévil. El didme-
tro de poro de membranas de filtracién para la muestra y
solventes que se probaron fueron de 0,22 y 0,45mm.

En la seleccion de la longitud de onda de deteccion
se procedié a comparar la respuesta espectral de la AMX
en los diferentes protocolos, analizandolo entre los 200 y
600nm mediante graficos de isoabsorbancia y tridimen-
sionales.

Validacion del método

El método optimizado fue validado evaluando la exac-
titud, precisién, comportamiento lineal, sensibilidad y
especificidad tras la inyeccién de AMX SR en las condi-
ciones propuestas en este trabajo.

La exactitud del método se determind por adicién de
AMX SR a las muestras de los comprimidos de una mar-
ca lider del mercado nacional. Las experiencias se realiza-
ron por triplicado, analizando las respuestas en mg de
AMX tras la separacién de las muestras con y sin agre-
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gado de la sustancia de referencia. La cantidad total de
masa inyectada fue seleccionada considerando la region
de mayor precision en areas de la curva de calibracion.

La precision del método se evalué mediante un estu-
dio de repetibilidad de 10 inyecciones (de 10 ml) proce-
sadas en el mismo dia, usando una muestra de AMX SR
de concentracion de 1,75 pg/ul. La precision del sistema
fue determinada mediante inyecciones a los 8 y 16 dias
para la misma cantidad de muestra. A su vez se determi-
n6 el perfil de precision para diferentes cantidades de
masa inyectada en la curva de calibracion.

Para definir la linealidad se prepararon por cuatriplica-
do cinco niveles de calibracién de soluciones acuosas
del estandar de AMX comprendidas del 50% al 150% del
valor esperado de potencia del medicamento. Se integra-
ron las dreas, determinando la curva de regresion por el
método de los cuadrados minimos y el grado de signifi-
cacion mediante andlisis de varianza usando software de
estadistica (STAT Graphics plus 7.1).

En el estudio de la sensibilidad del método se estima-
ron los limites de deteccién operativos y de cuantifica-
cion, considerando puntos de masas en la region inferior
de la curva de regresion obtenida en el ensayo de lineali-
dad. A tal fin se seleccionaron masas comprendidas entre
0,04 pg y 1,7 pg, ensayando las muestras por duplicado.

Para definir la especificidad del pico eluido se some-
ti6 a la AMX SR a condiciones de estres para producir la
degradacion acelerada de la AMX en polvo y determinar

la incidencia de los compuestos de degradacién en la
cuantificacién. Los factores analizados fueron: a) Tempe-
ratura, en los niveles temperatura ambiente 25°C y 100°C
(controlado en estufa de circulacion); y b) Radiacién no
ionizante, en los niveles de exposicion a la luz ultravioleta
de 360 y 254 nm. También se evalud la respuesta en con-
diciones de estres de soluciones de AMX, mediante la
exposicion en condiciones ambientales de 25°C y exposi-
cion a radiacién solar en solucién reguladora a pH 5,0
luego de 7 dias de su preparacion. Los espectros de los
picos de degradacion fueron comparados mediante es-
pectrofotometria UV VIS con el de la de la AMX SR, a
través de graficos de isoabsorbancia y tridimensiona-
les.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al estudiar el comportamiento espectral de la AMX
SR se obtuvo maximos de absorcién a los 198, 230, 259 y
271nm (Figura N°1). El valor de 230 nm se selecciond
para la cuantificacién y con una absorbancia de referen-
cia a los 400nm, datos que concuerdan con los obteni-
dos del material bibliogréfico.[4, 11].

Al comparar el método de Shakoor ez al. (método 1) y
método 1 modificado, con el método propuesto por la
USP edic. XXIV, tabla N°1, se observa que al modificar la
composicion de la fase mévil se disminuye el tiempo de
retencion a 6,9 min.

-
(9, ] N
b b bvaaa by

-

o
3]

STANDARD DE AMOXICILINA EN BUFFER PH=5

o
1l

FIGURA 1: Espectro de absorcién ultravioleta. Concentracion 0,1%.
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Si bien se logra mejorar los tiempos, no ocurre lo
mismo con la difusién y la simetria de los picos, resul-
tando inaceptable para la cuantificaciéon de AMX en pre-
sencia de sus impurezas orgdnicas relacionadas.

Con el Metodo USP (método 2), se logré eficiencia
semejante a la obtenida por el métodol logrando alturas
de plato téorico comprendidas entre 4500 y 6800. El fac-
tor de capacidad y la resolucién obtenida con la columna
de fase reversa de C18 se encuentran dentro de los valo-
res requeridos por la USP en relacién a la aptitud del sis-
tema, ver Tabla N°2.

La filtracién de las muestras y solventes tanto como
el control del pH del buffer constituyen pasos importan-
tes en la separacion y en particular en el presente traba-
jo, uno de los puntos criticos se relaciona con el didmetro
de poro de la membrana filtrante, pues se observo un
aumento de la presion del sistema y hasta la obstruccion
de capilares con membranas de didmetro mayores a los
de 0,22 um.

El pH de la fase mévil también mostré diferencias im-
portantes entre los diferentes métodos, asi en el caso del
buffer de pH=7 se observé un fuerte coleo con la consi-
guiente deficiencia en la asimetria de pico. Este efecto no
fue observado para el buffer a pH=5. Esto podria expli-
carse por la coexistencia de distintas especies de amoxici-
lina presentes en el buffer a pH=7 mientras que a pH=5
las mismas se desplazan hacia una forma preponderante
mejorando la calidad del eluido. Ademds a pH=5 se mejo-
ra la estabilidad del farmaco permitiendo realizar la sepa-
racién en un mayor periodo de tiempo luego de haber
preparado la muestra.

Validacion Interna del Método
Exactitud

En la experiencia de recuperacién se inyecté una
masa de AMX entre los 10 y 25 pg, correspondiente a la
zona de maxima precision en dreas para el método pro-
puesto en este trabajo.

Tabla 1: Comparaciéon de métodos. Método 1: propuesto por Shakoor et a/ Método 2: USP 24 edic.

. p Método 1 L .
covamces | nwaoty | cvwetmon | wetoaoz | Redjstossesn
Factor de Capacidad 4,22 1,01 1,14 1,1-28
Eficiencia 3131 5312 5279 May 1750
Simetria de pico 0,29 0,48 2,50 *mayor 2,5

Tabla 2: optimizacion de las condiciones cromatogréaficas; Columna en fase reversa de C18,
modificacion del flujo de la fase movil.
Flujo ml/min
Variables cromatograficas
0.4 0.7 15
Factor de capacidad 422 115 -
Eficiencia 3131 5217 4468
Resolucion 16.96 364 0.62

Tabla 3: Experiencia de Recuperacion

% Agregadode AMX-SR % Recuperado
50% 103,00 100,15 98,43
100% 97,32 97,26 98,30
150% 97,94 97,40 99,15
n=9 98,77%
S= 1,85
DSR= 187
Referencias: del andlisis estadistico (t experimental de 1,97, t para Y :8 y a0,05fué de 2,306) surge que no existe diferencias
significativas entre la recuperacion obtenida en las experiencias 98,77%) y el 100% de recuperacion esperado.
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Los resultados obtenidos para los diferentes porcen-
tajes de estandar agregados se analizaron segtn el traba-
jo de Hoffman F- La Riche [11], como se expresan en la
tabla N° 3, lograndose una recuperacién superior al 98%.

Precision

Del analisis de los resultados se obtuvo un desvio
estandar relativo porcentual (DSR%) de 0,74 para el tiem-
po de retencion y de 0,91% para una masa inyectada de
AMX SR de 17,5ug. En referencia a la precision del siste-
ma, para una inyeccién de AMX SR de 17,5ug, el desvio
estandar relativo para el tiempo de retencion fue de 0,24
% y de 1,74 % en funcién de masa analizada. El perfil de
precision (Figura N° 2), muestra la dispersion porcentual
del DSR para los diferentes niveles de calibracién anali-
zados.

Los resultados obtenidos indican un nivel satisfacto-
rio de precisién del método en la regién de masa inyecta-
da de 10 y 25 ug con un minimo de dispersion en los
16ug, correspondiente a la cantidad de AMX sugerida a
inyectar en las condiciones propuestas en este trabajo.
Los resultados concuerdan con los fendmenos de en-
sanchamiento de banda, y consecuente incremento en la
dispersion de las areas de picos eluidos para volimenes
extremos en los niveles de calibracion, el maximo volu-
men de inyeccién permisible dependerd a su vez de la
eficiencia de la columna, su radio y longitud, no reco-
mendadndose inyectar volimenes que superen los 17ul en
columnas convencionales. No obstante en el presente
trabajo es factible hasta un incremento cercano al 120%
de la masa inyectada con DSR menor a 0,2%, lo que es
explicado por la menor dispersiéon de banda que ocurre
al solubilizar los componentes en un solvente débil como

/'
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0 10 20 30

40 50 60 70 80
AMX SR(ug)

FIGURA 2: Perfil de Precision. Referencias: se observa una maxima precision (% DSR menor a 0,05%) para inyecciones entre 14y 16 ug de AMX SR

(n=4).
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FIGURA 3: Curva estandar media de calibracion de amoxicilina. Referencias: sustancia de referencia (n=4). Columna Lichorospher RP 100 18 e. Fase
movil: 0,68% buffer fosfato a pH5, modificador acetonitrilo al 2,5%. Flujo : 0,7 ml/min a 230 nm.
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agua o buffer, pues determina su concentracién en la ca-
beza de columna previa a la elucién con la fase mévil [11],
que, sumado a la eliminacién de la imprecision debida al
operador por el uso del sistema autoinyector, resulta en
una elevada repetibilidad y reproducibilidad del sistema
de analisis [13].

Linealidad

Al estudiar los cinco niveles de calibracion, por cua-
druplicado, se observé un muy buen ajuste lineal
(p=0,0001), y un r=0,9999, figura N° 3. La ecuacidn ajus-
tada por el método de los minimos cuadrados fue
y=1301,900 x + 30,196, con un CV% de 0,3969% para el
valor de pendiente y un DS de 64 unidades de area para
la ordenada al origen.

El método mostré un excelente comportamiento lineal
en el rango de masas de 4,4 a 70 mg de AMX, permitien-
do cuantificar con gran precision en las formas farma-
céuticas estudiadas, ajustadas a las concentraciones
definidas en la preparacién de muestras.

Sensibilidad

Los limites de deteccion operativo y de cuantifica-
cién se estimaron considerando la curva de regresion
obtenida del ensayo de linealidad y=1301,9 x + 30.196.
Se tomaron tres masas comprendidas entre 0,04 mgy 1,7
mg y se ensayaron por duplicado. La respuesta a con-
centracion cero fue ybl=32,409. Para determinar el des-
vio estdndar a concentracién cero se determind la cur-
va de regresion de la concentracién versus el desvio
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FIGURA 4: AMX SR. Referencias: topogramas de isoabsorcion: A: 100°C durante 5 horas B: 3 tres dias a temperatura ambiente.
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estandar de cada una de las masas. La recta calculada
fue y=-19,727x + 28,337. El desvio del estandar del blan-
co, Sb=28,337.

De los datos obtenidos se determin6 el limite de de-
teccion operativo correspondiendo a un valor de 0,33 ug
y el limite de cuantificacién de 1 pg. La sensibilidad de
calibraciéon del método fue de 1302 unid area/ug de
AMX, y la sensibilidad analitica de 251 unidades de area.

Especificidad

La AMX sometida a estres térmico mostro resultados
significativos, con una mayor degradacion del pico de
interés, y con el consecuente aumento de los productos

de degradacion a elevadas temperaturas (100°C), mien-
tras que a temperatura ambiente no se observé diferen-
cias de alteracién durante el periodo de tiempo estudiado
y en ausencia de radiacidn, ver Figura N°4.

La accidn deletérea de la radiacion ultravioleta fue
puesta de manifiesto por la aparicion de numerosos picos
de degradacién de AMX tras su incubacién a 254nm, y
con una alteracion ligeramente menor a 360nm después
de incubar la AMX SR durante 5 horas a temperatura
ambiente, ver Figura N°5.

En todos los picos se observd un comportamiento
espectral semejante, con maximos a 230, 259,y 271 nm,
comparables con los indicados en el protocolo de la sus-
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FIGURA 5: Topogramas de isoabsorcion. Referencias: A: degradacion a 360 nm durante 5 horas, B: degradacion a 254 nm.
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tancia de referencia nacional (INaMe) para la amoxicilina
estandar, la semejanza espectral es explicada por las pe-
queiias diferencias estructurales entre los derivados qui-
micos de la AMX, que sin embargo son eficientemente
resueltos por el sistema cromatografico. La pureza de
pico se determin6 usando detecciéon PDA por compara-
cion de los espectros eluidos. La amoxicilina estandar y la
amoxicilina luego de la degradacién dieron una pureza de 1.

En las condiciones del método optimizado se obser-
v6 la elucién de los componentes de degradacion en los
diferentes factores y niveles evaluados en el estudio de
especificidad a valores de k' menores que la AMX, segtin
se observa en la Figura N°6, y en concordancia con los
resultados obtenidos por otros autores [3, 11].

Se procesaron muestras de diferentes laboratorios y
con distintas fecha de vencimiento, cumpliendo las mis-

mas con los requisitos de valoracion. Los analisis efec-
tuados a la primer muestra, Tabla N° 4, indican que la
cantidad de amoxicilina se encuentra en el limite inferior
de las especificaciones farmacopeicas, faltando 3 meses
aun para la fecha de vencimiento.

CONCLUSION

La nueva edicién de la Farmacopea Argentina (afio
2000) ha publicado su primer volumen que comprende
ensayos generales. La ediciones anteriores no contem-
plan monografias para el control de calidad de formas
farmacéuticas. Las farmacopeas de referencia internacio-
nal codifican para el control de calidad de amoxicilina en
formas farmacéuticas métodos por cromatografia liquida
de alta performance.
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FIGURA 6: Separacion de AMX - SR por el Método Optimizado. Referencias: en el cromatograma (A) se observa la separacion de AMX SR Lichrosper
RP100, con Buffer Fosfatos pH=5,0. En (B) la separacion de AMX SR sometida a 100°C durante 300 min.

Tabla 4: Anélisis de comprimidos del mercado

Fecha de analisis Porcentaje con respecto a
Producto Fecha de vencimiento Muestras Ensayadas la dosis declarada

Laboratorio

A-comprimidos Tt?rrifoog 5 90.0%
AMX 500mg

Laboratorio B -

-comprimidos con cobertura chjiﬁgbgg 02 5 96.0%

AMX 500mg

120 % de la cantidad declarada.

Referencias: Requerimientos de la Farmacopea de Estados Unidos indican que debe contener no menos del 90 y no més del
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En nuestro pais la grave situacién socioecondémica
hace que sea dificil contar con la totalidad de los insumos
requeridos en los métodos codificados en Farmacopeas,
pero la necesidad de disponer de medicamentos que
cumplan los requisitos de calidad, hace imprescindible la
adaptacién de métodos con la consecuente validacion.

La situacion geografica de la Provincia de Misiones
en relacién a la peculiaridad de las condiciones climati-
cas y considerando las caracteristicas de estabilidad de
la amoxicilina, hace necesario evaluar su comportamiento
durante el periodo de postcomercializacién a los efectos
de evitar efectos negativos en la salud de la poblacién
ante la posibilidad de dosis subterapéuticas.

El método desarrollado permite cuantificar amoxicilina
en formas farmacéuticas sélidas orales en presencia im-
purezas orgdnicas relacionadas y ofrece la alternativa de
utilizar una columna convencional, mediante condiciones
isocraticas.

Agradecimiento: al Director de la Direccién Criminali-
sitica de la Policia de la Provincia de Misiones Comisario
General Carlos Soarez, por haber permitido la utilizacién
del equipamiento para la realizacién del trabajo.
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ESCHERICHIA COLIENTEROPATOGENA:
INFLUENCIA DE CONCENTRACIONES
SUBINHIBITORIAS DE CIPROFLOXACINA SOBRE
FACTORES ASOCIADOS A LA VIRULENCIA
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ABSTRACT
ENTEROPATHOGENIC ESCHERICHIA COLf INFLUENCE OF SUBINHIBITORY CONCENTRATIONS OF
CIPROFLOXACIN ON ASSOCIATED-VIRULENCE FACTORS
It has been reported that subinhibitory concentrations (sub-MIC) of some antimicrobial agents can
regulate the expression of some genes associated to virulence. The fluorguinolones affects the DNA
by inhibition of DNA gyrase, altering the synthesis of proteins and their phenotypic expression, so it
could be possible to reduce some factors associated to virulence.
In this study, we investigated the influence of various subinhibitory concentrations of ciprofloxacin
on enteropathogenic £scherichia coli (EPEC) virulence factors as motility, adherence, hemolysin
production and the interaction with some mechanisms of defenses (phagocytosis) of the host.
Strains of EPEC (identified by molecular probes) with a pattern of localized adherence on HEp-2 were
selected.
In our experience, a reduction on motility was observed with 1/2 MIC but not with statistical
significance. Phagocytosis did not show the expected reduction on any of the studied strains.
Adherence was investigated on b7/ gene. The detection of bfowas reduced on 2 of 9 of the strains
with 1/2 and 1/8 MIC (22%), and on 1 of 9 with 1/4 and 1/16 MIC (11%), The reduction was not so
important to allow us to speculate about the alteration of this important virulence factor involved
in adherence.
When analyzing our results and applying statistic analysis we did not observe relevant differences
in the hemolysin production of the studied strains.
In view of these results, where we did not observe relevant differences between the influence of
sub-inhibitory concentrations and virulence factors of the studied model, it could be important to
continue with this kind of studies with more strains and other antimicrobial agents, in order to
optimize simple therapeutic schemes for the treatment of uncomplicated infections, reducing the
adverse reactions of some drugs on the host.

KEY WORDS: Escherichia coli, ciprofloxacin, virulence, diarrhea.

RESUMEN

Ya ha sido reportado que concentraciones sub-inhibitorias de diversos antimicrobianos pueden mo-
dular la expresion de algunos genes asociados a la virulencia. Las fluorquinolonas afectan el ADN,
por inhibicion de la ADN-girasa, alterando la sintesis de proteinas y su expresion fenotipica, lo que
conduciria a la reduccion de algunos factores asociados a la virulencia.
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En este estudio investigamos la influencia de diversas concentraciones subinhibitorias de
ciprofloxacina sobre factores de virulencia de Escherichia coli enteropatdgeno como la movilidad,
la adherencia, la produccion de hemolisinas y la interaccion con algunos mecanismos de defensa del
huésped (fagocitosis).

Se seleccionaron cepas de (identificadas por sondas moleculares) que presentaban un patron de
adherencia localizada en células HEp-2.

En nuestra experiencia, observamos una disminucion de la movilidad con 1/2 de CIM pero sin
significancia estadistica. La fagocitosis no mostroé la reduccion esperada en ninguna de las cepas
ensayadas.

La adherencia se investigo sobre el gen b/p. La deteccion de bfp disminuyo en 2 de 9 de las cepas
con 1/2'y 1/8 de CIM (22%), y en 1 de 9 cepas con 1/4y 1/16 de CIM (11%). La disminucion no fue
de magnitud tal que nos posibilite especular sobre la alteracion de este importante factor de viru-
lencia involucrado en la adhesion.

Al analizar los resultados obtenidos y aplicar tratamiento estadistico no observamos diferencias sig-
nificativas en la produccion de hemolisinas de las cepas ensayadas.

Dados estos resultados, donde no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre la
accion de concentraciones sub-inhibitorias y los factores de virulencia en el modelo estudiado, seria
importante continuar con este tipo de estudios aumentando el nimero de cepas y ensayando otros
antimicrobianos, a fin de optimizar esquemas terapéuticos simples para el tratamiento en las infec-
ciones no complicadas, disminuyendo las reacciones adversas que puedan algunas drogas ocasionar

en el huésped.

PALABRAS CLAVES: Escherichia colj, ciprofloxacina, virulencia, diarrea

INTRODUCCION

La virulencia bacteriana refleja la habilidad de los mi-
croorganismos, cuando estos son infectivos, para pro-
ducir efectos patoldgicos cuando invaden un huésped
susceptible.

De hecho que la severidad y la extension de dichos
efectos dependera del in6culo bacteriano, de la habilidad
para adherir y desarrollar sus mecanismos de virulencia,
sean estos de invasion, toxicidad u otros y de su capaci-
dad para enfrentar las variadas estrategias del huésped
puestas en juego para la defensa frente a la agresion.

La produccién de adhesinas, hemolisinas, enzimas y
toxinas entre otros, son importantes factores de virulen-
cia en la patogénesis de las enfermedades infecciosas.
Dichos factores pueden tener codificacion plasmidica,
cromosémica o por tansposones y atn mediante bacte-
ri6fagos [1] [2].

Entre las bacterias involucradas en la diarrea aguda
infantil, en el mundo en desarrollo, Escherichia coli ente-
ropatégeno (ECEP) ocupa un lugar importante. Este mi-
croorganismo posee una serie de factores de virulencia
codificados plasmidica y cromosémicamente que posibi-
litan una amplia gama de interacciones con el huésped y
que actiian coordinadamente para facilitar la colonizacién
del intestino, conduciendo a la alteracién de la integridad
de la membrana y otros efectos indeseables [3].

ECEP se caracteriza fenotipicamente por su habilidad
de adherirse a monocapas de células en cultivo con un
patrén de adherencia localizada, asociada con una fim-
bria llamada BFP (bundle-forming pili), codificada por el
gen bfp [4].

Algunos antimicrobianos en concentraciones subin-
hibitorias son capaces de modular la expresion de genes
asociados a la virulencia, interfiriendo en los procesos
de interacciones entre el huésped y los microorganis-
mos, tales como en la adherencia, la produccién de toxi-
nas, hemolisinas, el mejoramiento de la fagocitosis, etc.
[5].

Entre esas interferencias estdn descriptas la capaci-
dad de actuar de anti-adhesinas al afectar la sintesis y
expresion de las adhesinas bacterianas, por formacién
de adhesinas aberrantes o pérdida de su funcién especi-
fica o bien eliminar pldsmidos que codifican virulencia o
resistencia, como es el caso de ciprofloxacina [6]. Tam-
bién pueden alterar el ADN cromosomico inhibiendo la
transcripcion del mensaje genético necesario para la ex-
presion de los factores anteriormente mencionados. Estos
mecanismos fueron investigados con concentraciones
subinhibitorias del antimicrobiano, de tal modo que la
bacteria, aunque viable, perderia los mecanismos que le
permiten desarrollar efectos indeseables en el huésped.

La mayor parte de los trabajos se desarrollaron con
Staphylococcus coagulasa negativa, Pseudomonas spp
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y otras bacterias gram negativas, como Klebsiella spp y
Escherichia coli [T] [8] [9] [10] [11].

El trabajo se realiz6 con el objeto de investigar la ac-
cién de concentraciones subinhibitorias de ciprofloxaci-
na sobre algunos factores asociados a la virulencia,
como adherencia, movilidad, hemolisinas y fagocitosis
en cepas de Escherichia coli enteropatégeno (ECEP).

MATERIALES Y METODOS

Cepas estudiadas

Se seleccionaron cepas de ECEP (identificadas por
sondas moleculares) que presentaban un patrén de ad-
herencia localizada en células HEp-2.

Determinacion de la concentracion inhibitoria
minima (CIM)

Se determiné la CIM a ciprofloxacina (CIP), (Bayer,
Argentina) por el método de dilucién en medio sélido se-
glin normas e interpretacion de resultados del NCCLS
[12].

Como controles se utilizaron cepas patrones: Escheri-
chia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 y Enterococcus faecalis ATCC 29212 para control
de timidina del medio de cultivo Mueller -Hinton.

Exposicion de las cepas a concentraciones
subinhibitorias (sub- CIM) de CIP

La exposicién de las cepas seleccionadas de ECEP a
las concentraciones subinhibitorias de CIP se realizé en
medio Caldo Mueller-Hinton (CMH). Conocida la CIM a
CIP que presentaban las cepas, los caldos se prepararon
a fin de lograr en los mismos las concentraciones subin-
hibitorias de la droga. Una ansada de cada una de las
cepas fue inoculada en dichos caldos, los que se incuba-
ron a 35°C sin agitacion durante 24 hs. Las concentracio-
nes sub-CIM utilizadas fueron las correspondientes a 1/
2, 1/4,1/8 y/o 1/16 de CIM.

Prueba de viabilidad

De cada tubo se transfirié (previa agitacién) una an-
sada a agar tripteina soya (ATS). Las placas se incubaron
a 35°C durante 24 hs.

Ensayo de inhibiciéon de la movilidad

Para evaluar la accién de concentraciones sub-CIM
de CIP sobre la movilidad se utiliz6 la metodologia pro-
puesta por Braga y col. [13] y una modificacion de la mis-
ma, realizada por el grupo de trabajo.

Se trabajé con siete de las cepas ECEP seleccionadas
previamente. Como controles se incluyeron: Escherichia
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coli ATCC 25922 (movilidad positiva) y un aislamiento
clinico de Shigella flexneri (movilidad negativa).

Previamente, y a fin de estimular la movilidad de las
cepas a estudiar, se decidi6 utilizar la metodologia pro-
puesta por Craigie [14]: todas las cepas se sembraron con
ansa aguja en un tubo contenido dentro de otro con me-
dio de Craigie (caldo nutritivo 8 gr, extracto de levadura 2
gr, cloruro de sodio 5 gr, nitrato de potasio 1 gr, agar-agar
3 gr, agua destilada 1000 ml, pH 7,6). Los tubos se incu-
baron 24 hs a 35°C. Luego se realizé un primer pasaje que
consistid en transferir la cepa que habia desarrollado a
los lados externos del tubo central a un nuevo tubo con
medio de Craigie. Dicho proceso se llev6 a cabo durante
siete dias.

Una vez estimuladas las cepas de ECEP, 10 ul de un
indculo de trabajo, de cada una de las cepas, contenien-
do aproximadamente 30 x 108 UFC/ml, seleccionado pre-
vios ensayos con suspensiones de diferentes concen-
traciones, fue inoculado en CMH durante toda la noche a
37°C. Luego, 5 ul de cada una de estas suspensiones fue
sembrado en el centro de una placa de Petri conteniendo
10 ml de agar movilidad (tripteina 1%, NaCl 0.5%, agar-
agar 0.25% en agua destilada pH 7.1), a las que se adicio-
n6 CIP a fin de lograr en las mismas las concentraciones
sub-CIM de 1/2 y 1/4 CIM. Se incluyeron siembras de
cepas sin antimicrobiano.

Las placas se ubicaron en un recipiente preparado
para mantener una atmdsfera himeda que se incubé a
35°C. Las lecturas de las zonas de movilidad se realizaron
cada hora con un calibre y luz oblicua.

Paralelamente, con igual lote de medio de movilidad,
lote de CIP e indculo, se procedié a realizar una ligera
variacion de la técnica tomada como referencia. Las modi-
ficaciones se realizaron con la finalidad de evaluar, en
caso de observarse inhibicién de la movilidad, si esta era
reversible o irreversible, o sea, si dependia o no de la pre-
sencia de antimicrobiano en el medio.

Las cepas desarrolladas en CMH con y sin concen-
traciones sub-CIM de CIP, fueron lavadas tres veces con
buffer PBS (pH 7,2) antes de proceder al ajuste del indcu-
lo y la siembra en el medio de movilidad. Las suspensio-
nes obtenidas fueron sembradas en agar movilidad sin el
agregado del antimicrobiano.

Cada test fue realizado entre 6 y 9 veces para cada
cepa y para cada concentracién sub-CIM y control. Los
valores estdn expresados como la media de todos los
datos +/- el error estdndar de las medias. Las diferencias
significativas fueron calculadas usando el test de Stu-
dent. Las diferencias fueron consideradas estadistica-
mente significativas cuando el test presentd un valor
menor o igual a 0,05.
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Ensayo de fagocitosis

A fin de evaluar la fagocitosis de ECEP sometidas a
concentraciones sub-CIM de CIP, se trabajé de acuerdo
a Braga y col. [13]. En este ensayo se incluyeron seis de
las cepas ECEP seleccionadas.

Se procedio a la extraccién de sangre humana sin an-
ticoagulante. La sangre entera (2 ml) se colocé sobre
portaobjetos, con bordes previamente sellados para evi-
tar el desborde. Los portaobjetos se incubaron a 35°C,
durante 2 horas, en cdmara himeda a fin de lograr la for-
macién de codgulo de fibrina y adhesién de polimorfonu-
cleares (PMN). El codgulo fue retirado cuidadosamente
con una aguja y los portaobjetos fueron lavados con
Solucién de Hanks (NaCl 8 gr, KC1 400 gr, PO,HNa, 60gr,
PO,H,K 60 gr, SO,Mg.7H,0O 100 gr, Cl,Ca 140 gr, Cl, Mg
100 gr, Glucosa 1gt, C03HNa 350 gr, rojo fenol 2.5 gr, H.O
bidestilada csp. 1000 ml).

Las cepas ECEP, cultivo fresco de 24 hs., en agar trip-
ticasa soya (ATS), fueron suspendidas en solucién fisio-
l16gica (SF) hasta alcanzar una turbidez equivalente al 0,5
de Mc Farland.

Las suspensiones bacterianas se enfrentaron a los
PMN adheridos a los portaobjetos durante 30 min., a
una temperatura de incubacién de 35°C.

Cumplido este paso, los portaobjetos fueron fijados
y coloreados con Naranja de Acridina segin se describe
en [15]. La observacion se realizé utilizando un micros-
copio de fluorescencia y se procedio al recuento de las
bacterias fagocitadas por los PMN.

Ensayo de inhibicion de la adherencia

Se trabaj6 con 9 de las cepas ECEP seleccionadas y
con la finalidad de evaluar la accién de CIP en concentra-
ciones sub-CIM sobre el gen bfp. En cada ensayo se
us6 un control positivo: Escherichia coli 2348/69 y un
control negativo: Escherichia coli HS.

La investigacion de la presencia del bfp se realizé por
la técnica de PCR [16] utilizando un set de “primers” (ce-
badores) que amplifican una region de 324 pares de bases
del gen bfp:

START
STOP

S CAATGGTGCTTGCGCTTGCT3’
5’GCCGCTTTATCCAACCTGGT3’

Las cepas sometidas a las concentraciones sub-CIM
deseadas (1/2, 1/4, 1/8 y 1/16) se lavaron 3 veces con PBS
pH 7.,2. Los sedimentos obtenidos se re-suspendieron en
PBS pH 7,2 hasta alcanzar una concentracion final equi-
valente al 4 de Mc Farland.

Para la preparacion del templado, a 100 ul de cada uno
de los sedimentos se agregd 150 ml de Tritén 1% y se los

sometio a Bafno Maria hirviente (100°C) durante 10 minu-
tos. El sobrenadante obtenido, luego de centrifugarlos a
10000 r.p.m. durante 10 minutos, fue el que se utilizé
como templado.

El esquema de ciclado consisti6 en: un primer ciclo de
desnaturalizacion de 2 min. a 94°C, 30 ciclos de 1 in a
94°C,2ina56°Cy 1 in a 72°C, y un ciclo de extension final
de 3ina72°C.

Los fragmentos de amplificacién fueron separados
mediante corrida electroforética sobre gel de agarosa al
2% (p/v), visualizados por transiluminacién UV previa
coloracién con bromuro de etidio y fotografiados con
camara Polaroid. En cada corrida se utilizé un marcador
de peso molecular (100 bp Ladder, Promega, USA) para
identificar los fragmentos de 324 pares de bases corres-
pondientes a la region del gen bfp amplificado.

Ensayo de inhibicion de hemolisinas

Para dicho ensayo se trabajo6 con tres cepas de ECEP
seleccionadas por producir a-hemolisinas segin metodo-
logia descripta por Gyles y col. [17], quienes proponen
que si se observa la presencia de hemolisis en agar san-
gre oveja, preparado tanto con eritrocitos lavados como
sin lavar a las 3 hs. de incubacion estamos en presencia
de un fenotipo alfa-hemolitico. Se incluyeron como con-
troles Escherichia coli ATCC 25922 (no productora de
hemolisinas) y Escherichia coli 32511 E-Hly+ (cepa
productora de hemolisinas) provista gentilmente por la
Dra. Marta Rivas del ANLIS-Malbran.

Las cepas (estrias de 24 hs.) se sembraron en CMH
sin antibidtico y con concentraciones de CIP equivalen-
tes a 1/2, 1/4 y 1/8 de la CIM de las cepas. Los caldos se
incubaron en estufa sin agitacién a 35°C, durante toda la
noche. Al dia siguiente se realizd, de cada uno de ellos,
una dilucién 1/100 en CMH fresco luego de ajustar pre-
viamente el in6culo a una concentracion equivalente al 2
de Mc Farland. Los nuevos cultivos se incubaron con
agitacion en Shaker (120 r.p.m.) a 35°C durante 6 horas.

Finalizado este periodo, una alicuota se transfirié a
placas de ATS con ansa calibrada a fin de comprobar si
la concentracién de gérmenes presentes era equivalente
en todos los tubos con y sin el agregado de CIP asi
como la pureza de los cultivos, y se evalué la produccion
de hemolisinas segtn la metodologia propuesta por May
y col. [18] trabajando con eritrocitos ovinos. La lectura
se realiz6 en espectrofotdmetro a una absorbancia de 543
nm y como blancos de reaccién se utilizaron: 400 pl de
agua + 400 ul de eritrocitos (100% de hemdlisis) y 400 ul
de SF + 400 pl de eritrocitos (0% de hemolisis).

Cada test fue realizado 6 veces para cada cepa y para
cada concentracién sub-CIM y control. A los resultados
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de absorbancia obtenidos se les rest6 el valor de corres-
pondiente al blanco de reaccién (0% de hemolisis). Los
valores estdn expresados como la media de todos los
datos +/- el error estandar de las medias. Las diferencias
significativas fueron calculadas usando el test de Stu-
dent. Las diferencias fueron consideradas estadistica-
mente significativas cuando el test presentd un valor me-
nor o igual a 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Existen numerosas evidencias de la accién de algunos
antimicrobianos en concentraciones sub-inhibitorias so-
bre diversos factores asociados a la virulencia, como la
movilidad, la adherencia, la capacidad de producir toxinas
y también sobre las interacciones con las defensas del
huésped, como la fagocitosis [19].

Ensayo de inhibicion de la movilidad

Dada la posibilidad de que al disminuir la movilidad
se disminuye la diseminacién de la infeccién, es la movi-
lidad un importante factor asociado a la virulencia.

Son muy escasas las referencias a la alteracién de la
movilidad en Escherichia coli sometidas a concentracio-
nes sub-inhibitorias de CIP.

La accién de algunas quinolonas sobre la movilidad
fue estudiada por Braga y col. [13]. Estos autores de-
muestran una significativa reduccién de la movilidad lue-
go de que las cepas fueran tratadas con diluciones de
CIM desde 1/2 a 1/16.

En nuestra experiencia, si bien se observa en valores
absolutos (Tabla 1), una disminucién en el didmetro de la
zona de “swarming” (o movilidad) en las cepas someti-
das a concentraciones sub-inhibitorias, al aplicar trata-

miento estadistico dichas disminuciones no fueron signi-
ficativas. A partir de las 3 horas de incubacion, la dismi-
nucién fue mayor con el método propuesto por Braga
[13], en especial al someter las cepas a concentraciones
sub-inhibitorias de ¥2 CIM.

En la modificacion realizada por la Catedra (Tabla 2),
observamos que la disminucién se produjo a partir de las
4 horas, siendo menos marcada que la ocurrida siguien-
do el método de Braga [13]. También se observo que las
cepas previamente sometidas a ¥4 CIM al eliminar la ac-
cién del antimicrobiano, no vefan afectada su capacidad
de movilidad.

Ensayo de fagocitosis

Existen evidencias acerca de los cambios bioquimi-
cos y morfolégicos que ocurren en las bacterias cuando
son tratadas con concentraciones sub-letales de algunos
antimicrobianos, lo que conduciria a hacerlas mas sus-
ceptibles a la fagocitosis y a la muerte celular.

La mayoria de las publicaciones en el tema estan refe-
ridas a estos cambios en bacterias gram positivas, siendo
muy escasas las referidas a Escherichia coli, como las
de Braga y col. [13], quienes trabajando con fleroxacina y
ciprofloxacina en concentraciones 1/2 de la CIM observa-
ron un aumento de la fagocitosis en cepas capsuladas
del germen, no asi cuando la quinolona ensayada fue ru-
floxacina. Para esta quinolona, solo obtuvieron un incre-
mento significativo de la muerte celular hasta una dilu-
cién de 1/8 de la CIM.

En nuestra experiencia, cuando investigamos la fago-
citosis de las cepas de ECEP tratadas con diferentes con-
centraciones sub-letales de CIP (Tabla 3) ninguna de las
seis cepas estudiadas mostré modificacion estadistica-
mente significativa de la misma.

Tabla 1: bidmetro de lazona de “swarming” de cepas de ECEP sometidas a concentraciones sub-

inhibitorias de ciprofloxacina a diferentes horas segin método de Bragay col. [13]

Promedio + DS
control Concentraciones sub-inhibitorias
% CIM Y2 CIM
T0 421+0,20 4,40+ 0,27 4,03+ 0,21
T1 421+0,20 4,40 £0,27 4,03+ 0,21
T2 420+ 022 438+ 027 405+ 022
T3 6,86+ 1284 6,33+0,79 5,93 0,90
T4 11,76+ 167 1109+ 2,75 845+ 1,55
T5 20,63 + 2,65 15,92 + 387 11,62+ 2,75
T6 27,65+ 4,08 2182+ 564 15,14+ 4,73
T: tiempo. DS: Desvio Standard. CIM: concentracion inhibitoria minima.
La lecturade los radios de la zona de “swarming”, a diferentes tiempos, re presentan la medida de la movilidad de las cepas.
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Ensayo de inhibicion de la adherencia

La accién de antibidticos a concentraciones sub-in-
hibitorias sobre fimbrias, ha sido relatada por diversos
autores. Entre ellos, Abalia y col. [20] trabajando con
CIP y Escherichia coli uropatégena, no encontraron
diferencias cualitativas en las proteinas fimbriales, de
las cepas sometidas a concentraciones sub-inhibitorias
del antimicrobiano, aunque si una significativa dismi-
nucién en el porcentaje de fimbriacién que condujo a
un importante riesgo de la formacién de células sin fim-
brias. Estos autores le atribuyen a CIP, la capacidad, a
dosis subinhibitorias, de inhibir la sintesis proteica fim-
brial, mediante la represion de la transcripcion de los ge-
nes de las fimbrias sin producir modificaciones cualitati-
vas en las mismas, proceso que ocurriria a posteriori de
la reacomodacion, reparacion, de la bacteria al ambiente
con la droga.

Aprovechando la capacidad de afectar la pérdida de
fimbrias de quinolonas, ya observada por nosotros [1],
investigamos la accién de concentraciones subinhibito-

rias de CIP sobre la alteracion, borramiento o aparicion de
adhesinas aberrantes en cepas de ECEP.

Cuando investigamos la accién de CIP en diferentes
concentraciones sub-CIM sobre el gen bfp, que codifica la
fimbria BFP (asociada al patrén de adherencia localizada)
en las nueve cepas de ECEP seleccionadas, encontramos
que en concentracion de 1/2 de CIM disminuye la detec-
cién de bfp enun 22% (2/9),a 1/4 de CIM el 11% (1/9), a
1/8 de CIM el 22% (2/9) y a 1/16 el 11% (1/9). (Tabla 4).

Estos hallazgos nos permiten afirmar que, en las con-
diciones de nuestro estudio, la disminucion en la detec-
cion del gen bfp, no fue de magnitud tal que nos posibili-
te especular sobre la alteracion de este importante factor
de virulencia involucrado en la adhesion.

Autores como Kovarik, Hoepelman y Verhoef en 1989
[21] no encontraron una significativa inhibicién de la
adhesion de Escherichia coli por CIP. Mientras que Lo-
ubeyre y col. [2] trabajando con pefloxacina refieren el
requisito del magnesio para que la pefloxacina alcance el
LPS (lipopolisacarido) de la bacteria y ejerza la accién de

Tabla 2: bidmetro de la zona de “swarming” de cepas de ECEP sometidas a concentraciones sub-

inhibitorias de ciprofloxacina a diferentes horas seglin modificacion de la Catedra.

Promedio + DS
Tiempo control Concentraciones sub-inhibitorias
% CIM Y2 CIM
T0 3,84+ 0,20 4,07 +£ 0,35 4,20+ 0,54
T 3,84+ 0,20 4,07 £0,35 4,20+ 0,54
T2 383+022 417 £ 041 415+ 0,54
T3 636+1,77 6,53+ 123 6,33+ 1,32
T4 11,09 £ 1,95 1234 +172 10,57+ 1,56
T5 19,66 + 2,84 1949 £ 2,87 16,75+ 3,87
T6 2671+ 445 2745+ 4,80 19,75+ 5,20
T: tiempo. DS: desvio Standard. CIM: concentracion inhibitoria minima.
La lectura de los radios de la zona de “swarming” a diferentes tiempos, re presentan la medida de la movilidad de las cepas.

Tabla 3: Fagocitosis de polimorfonucleares de cepas ECEP sometidas a concentraciones sub-

inhibitorias de ciprofloxacina

Cepa N° sin ATB con ATB
¥ CIM Y2 CIM
2 9* 8 5
3 16 19 18
4 15 6 6
5 5 3
7 13 14 11
8 28 13 11
* NUumero de bacterias cada 100 PMN observados.
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antiadhesion, ya que la asociacién magnesio-LPS induci-
ria a la desorganizacién de la membrana externa, con la
consecuente pérdida de fimbrias. Otras posibles varia-
bles, como la concentracién de magnesio usada, deben
ser nuevamente estudiada, dada la importancia de este
catién en el mecanismo de antiadhesion de antimicrobia-
nos en concentraciones subinhibitorias como quinolo-
nas particularmente.

Ensayo de inhibicion de hemolisinas

Nosotros hemos realizado un trabajo [22] en el que eva-
luamos la actividad subinhibitoria de rifampicina sobre la
capacidad hemolitica de especies de Aeromonas spp. pro-
venientes de nifios con y sin diarrea, donde se logro la re-
duccién de la capacidad hemolitica (posiblemente ligada a la
enterotoxicidad) en por lo menos el 75% de las cepas

Si bien rifampicina no es un antibidtico usado en la
terapéutica de infecciones ocasionadas por Escherichia
coli diarrogénico, este ensayo lo tomamos como un buen
modelo para aplicar a otros agentes antimicrobianos de
uso en dichas infecciones, por lo que decidimos ampliar
las experiencias a otros microorganismos involucrados
en la diarrea bacteriana, que se aislan frecuentemente en
nuestro medio, como ECEP e investigar la accién de CIP
sobre las hemolisinas.

En todos los casos (cepas no sometidas y sometidas
a concentraciones subinhibitorias de CIP) el nimero de
células presentes permanecié superior a 10> UFC/ml (es-
timado por recuento).

Al analizar los resultados obtenidos y aplicar trata-
miento estadistico no se observaron diferencias significa-
tivas en la produccion de hemolisinas de las cepas some-
tidas a concentraciones subinhibitorias de CIP (Tabla 5).

Tabla 4: Deteccion del gen bfp en las cepas tratadas con diferentes concentraciones sub-

inhibitorias de ciprofloxacina.

Concentraciones de ciprofloxacina
Cepa N°
1/2 CIM 1/4 CIM 1/8 CIM 1/16 CIM

1 + - - +

2 + + - +

3 + + + -

4 - + + +

5 + + + +

6 - + + +

7 + + + +

8 + + + +

9 + + + +
(+§= Ensayos en los que se detectd el gen /. ()= Ensayos en los que no se detect6 el gen bfo. CIM: concentracion inhibitoria
minima.

Tabla 5: Accidon de concentraciones sub-inhibitorias de ciprofloxacina sobre la produccion de

hemolisinas de cepas ECEP.

Cepa N°: sin antibibtico Concentracion de ciprofloxacina
1/2 CIM 1/4 CIM 1/8 CIM

4 0.665 0.656 0.726 0.654

5 0.687 0.656 0.695 0.646

8 0.670 0.676 0.700 0.645
Promedio 0.67 0.66 071 0.65

Desviacion estandar 001 0.01 002 0.005
Control (+) 0.725 ND ND ND
100% Hemolisis 0.760 ND ND ND
0% Hemolisis 0.075 ND ND ND

CIM: concentracion inhibitoria minima. ND: no determinada.
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Aunque ha sido planteado el riesgo de alcanzar con-
centraciones subinhibitorias en la sangre y tejidos, cual
seria el de la emergencia de resistencia bacteriana, diver-
sos estudios demostraron que la resistencia adquirida
por la exposicion de bacterias a concentraciones sub-le-
tales de antimicrobianos, es reversible, al ser removido el
antimicrobiano, y que dichas cepas, con resistencia ad-
quirida por este tipo de exposicion a drogas sub-letales,
tienen una virulencia disminuida, manifestada por su cur-
va de crecimiento disminuido y una reduccién en la expre-
sién de sus enzimas [21].

Si bien el soporte cientifico del uso de agentes antimi-
crobianos, en el tratamiento de enfermedades infeccio-
sas, estd dado por la certeza de la eliminacién de la viru-
lencia por la muerte del microorganismo, una vez alcanza-
da Ia minima concentracion de la droga (CIM) en el sitio
de la infeccién, ya enumeramos numerosas evidencias
que soportan el hecho de la reduccién de la virulencia,
sin muerte del microorganismo, mediante el uso de con-
centraciones inferiores a la concentracion inhibitoria mi-
nima convencional (CIM) sugiriendo que dichas concen-
traciones, pueden ser eficaces al alterar funciones o es-
tructuras involucradas en el desarrollo de la misma.

Dados algunos resultados aportados en este trabajo,
apostamos a esta ultima propuesta y creemos que se
hace evidente la necesidad de continuar con estos estu-
dios, dada la complejidad de bacterias como ECEP, que
ya no constituyen un grupo homogéneo de microorga-
nismos, desde que fueran identificadas cepas tipicas y
atipicas que difieren en caracteristicas genéticas, seroti-
pos y factores de virulencia [23].

El continuar con estos estudios ampliando el nimero
de cepas y ensayando otros agentes antimicrobianos de
uso en clinica, nos posibilitaria establecer su interaccion,
en concentraciones sub-letales, sobre algunos factores
de virulencia y relacionarla con la farmacocinética de las
drogas a fin de optimizar esquemas terapéuticos simples
para el tratamiento en las infecciones no complicadas,
disminuyendo las reacciones adversas que puedan algu-
nas drogas ocasionar en el huésped. Aquellos agentes
que interfieran o alteren estos factores, podrian tener
efectos beneficiosos en la profilaxis o en la terapéutica de
estas enfermedades.

La importancia de estudiar este efecto radica en la
utilidad de poder abordar la enfermedad diarreica con
antimicrobianos en concentraciones subinhibitorias, los
que, al alterar factores de virulencia, (que son los que
producen los efectos no deseados en el huésped) sin
necesidad de eliminar la bacteria, (lo que si requeriria
concentraciones inhibitorias), seria beneficioso.

Este hecho podria tener implicancia en la terapéutica
anti-infecciosa con otros antimicrobianos a ensayar, los
que podrian ser administrados en concentraciones su-
binhibitorias, disminuyendo el riesgo de su uso, a dosis
terapéuticas. °
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ABSTRACT
SODIUM AND POTASSIUM ELECTROLYTES HOMEOSTASIS IN NORMOTENSIVE POPULATION OF THE
POSADAS CITY
Evidence demonstrates a positive association among the high intake of sodium together with the
lower intake of potassium with the high levels of blood pressure.
121 adults individuals clinically healthy were studied. They were individuals of both sexes, between
19 and 59 years old, taken at random in different areas of the city of Posadas, from whom the
sodium and potassium electrolytes homeostasis was evaluated through the intake and the urinary
excretion.
The population consumes 7 to 15 daily grams of salt (184 +/- 68 mMol/day), 1,1 to 2,4 grams of
potassium (45 +/- 16 mMol/day) with 4.2 + 1.4 of Na/K urinary ratio.
Our data indicate that the population studied presents a high intake of salt and low intake of
potassium, with a high Na/K urinary ratio, constituting a critical environmental factor that
contributes to a higher prevalence of hypertension.
This has motivated the implementation of approaches at world level which recommend to
relationship between Na/K urinary ratio nearing 1, corresponding mainly to a moderate entrance of
100 mMol/day of sodium and an appropriate intake of 90 mMol/day of potassium in hypertensive
patients which could be beneficial for all population.

KEY WORDS: salt, potassium Na/K urinary ratio, diet, Posadas, Argentina.

RESUMEN
Desde las Ultimas décadas, las evidencias demuestran una asociacion positiva entre la ingesta ele-
vada de sodio y baja en potasio con los niveles altos de presion arterial. Se estudiaron 121 individuos
adultos clinicamente sanos, de ambos sexos, entre 19 y 59 afos, tomados al azar en distintas zo-
nas de la ciudad de Posadas, a los cuales se les evaluo la homeostasis de los electrolitos sodio y
potasio a través de la ingesta y de la excrecion urinaria. La poblacion consume diariamente 7 a 15
gramos de sal (184 +/- 68 mMol/dia), 1,1 a 2,4 gramos de potasio (45 +/- 16 mMol/dia) y posee un
cociente Na/K urinario de 4.2+1.4.
Nuestros datos indican que la poblacion estudiada presenta una ingesta habitual elevada de sal y
baja de potasio, con un cociente Na/K urinario alto constituyendo un factor ambiental critico que
contribuye a una mayor prevalencia de hipertension arterial.
Esto ha motivado la implementacion, a nivel mundial, de criterios que recomiendan una relacion
sodio/potasio urinarios cercana a 1 que corresponde a un ingreso moderado de 100 mMol/dia de
sodio y una ingesta adecuada de 90 mMol/dia de potasio, principalmente en pacientes hipertensos,
gue podria ser beneficioso para la poblacion en general.

PALABRAS CLAVES: sal, potasio, relacion Na/K urinario, dieta. Posadas, Argentina.
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INTRODUCCION

Evidencias epidemiolégicas [1-5] demuestran una
asociacion positiva entre el ingreso de NaCl (cloruro de
sodio contenido en los alimentos mds sal de mesa) y los
niveles de presion arterial [6-11]. Posteriormente, el estu-
dio DASH [12] ha comprobado que los factores dietarios
son fundamentales en la prevencién y control de la pre-
sion arterial.

La respuesta individual de la presion arterial a la va-
riacién en el ingreso de cloruro de sodio difiere amplia-
mente en los distintos grupos “sensibles o resistentes a
la sal” [13]. Las dietas bajas en sodio son particularmente
efectivas en sujetos con alto riesgo como sobrepeso, hi-
pertension arterial borderline o ancianos [14].

Cuando la ingesta diaria de sodio en la dieta es infe-
rior a 60 mMoles, como ocurre en poblaciones muy primi-
tivas, la prevalencia de hipertension es practicamente
nula. Por el contrario cuando la ingesta diaria en las po-
blaciones supera los 400 mMoles, la prevalencia de hiper-
tension es del 40% [15].

Estudios arqueoldgicos sobre el hombre paleolitico
sugieren que este consumia una dieta hiposddica: 30
mMol Na/dia (aproximadamente 2 g de sal/dfa) con au-
mento relativo del contenido de potasio: 500-700 mMol
K/dia (20-27 g K/dia) [13, 15-17]. En cambio la dieta urba-
na moderna contiene 120 a 300 mMol Na/dia (aproxima-
damente 7 a 18 g sal/dia) y solo 65 mMol K/dia (2,5 g K/
dia). Asi, la especie humana enfrenta, debido a los proce-
sos en la industrializacién de los alimentos, una carga
diaria de sodio mucho mas elevada que aquella a la cual
se adapté hace dos millones de afios.

En circunstancias normales ante un exceso de cloruro
de sodio en la dieta, mecanismos renales y humorales, fa-
vorecidos por la elevada ingesta de potasio, elevan la
excrecidn urinaria de sodio, pero en un segmento de la
poblacién este mecanismo natriurético esta deteriorado y
las dietas hipersédicas inducen hipertensién [13, 16, 18,
19].

Para la poblacién adulta se recomienda que el prome-
dio diario de consumo de sodio no exceda 100 mMol/dia
(aproximadamente 6 g de sal/dfa 0 2,4 g de Na/dia) [6, 7,
11, 12, 14, 20, 21] y que el de potasio sea aproximadamen-
te 90 mMol K/dia (3,5 g K/dia) o una relacién Na/K cerca-
naall[6,7,11,22]

El objetivo de este trabajo fue conocer la homeosta-
sis de los electrolitos sodio y potasio través de una eva-
luacién de la ingesta y de la excrecion urinaria, en pobla-
cién normotensa de la ciudad de Posadas.
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MATERIAL Y METODOS

Poblacién

Se estudiaron 121 individuos adultos de ambos
sexos, entre 19 y 59 afios, cuyas muestras fueron obteni-
das en forma aleatoria en distintas zonas de la ciudad de
Posadas (Figural), los cuales dieron su consentimiento
informado acerca de la confidencialidad, objetivos, méto-
dos e importancia del estudio (declaracién de Helsinki-
art. 22, ANMAT-disposicién 5330/97).

Se incluyeron individuos clinicamente sanos, normo-
tensos (PAS < 139 mmHg, PAD < 89 mmHg) [6, 23], sin
restriccion dietética.

Fueron excluidos los individuos obesos (BMI 3 30)
[24, 25], mujeres embarazadas, diabéticos [26, 27] y aque-
llos con tratamiento farmacolégico o patologia asociada
a la excrecion de electrolitos.

La poblacién se evalué clinicamente a través de la
realizacién de una historia clinica y un examen fisico.

Evaluacion de la Ingesta de Sal y Potasio

Se realizé un recordatorio de 24 h de la alimentacién
(desayuno, almuerzo, merienda y cena) haciendo hinca-
pié en los alimentos ricos en Na y K, en su procesamien-
toy en el agregado de sal de mesa.

Se utilizaron tablas de composicién quimica de los
alimentos para la evaluacién del consumo de dichos io-
nes [28].

Los datos obtenidos en el recordatorio se compara-
ron con la excrecion urinaria de sodio y potasio (Nao y
Ko) [29].

Metodologia Empleada

La medicién de la presion arterial fue realizada con
esfigmomandmetro aneroide con el paciente estandariza-
do segun las normas del INC VI [7]

El IMC (indice de masa corporal) se calculé como
peso (Kg)/talla (m)? peso: paciente de pie, con ropa inte-
rior y descalzo; se utilizé bascula de pie con resolucion
de 0,100 Kg; talla: paciente de pie y descalzo; se utiliz6
cinta métrica adosada a la pared [30].

Se realizaron las siguientes determinaciones en suero
(ayuno de 8-12 h) y orina de 24 h:

- Glicemia, método enzimatico (GOD/POD) con colori-
metria final segin Trinder (Wiener); Creatinina en suero
y orina, método colorimétrico- cinético (Boheringer). Las
lecturas fueron realizadas con espectrofotometro Metro-
lab 1500.

- Tonograma sérico y urinario (Nao y Ko), electrodo
i6n selectivo (ISE), Easy Lyte Plus-Medica.
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El clearance de creatinina fue calculado como [31]:

DCE-= Creat. Orina x Diuresis 24 hs x 1,73/ Creat. Sue-
ro x Superficie corporal

Se procesaron 2 tipos de controles: interno: Preci-
norm U-Boheringer; y externo: a través de la suscripcion
al Programa de Control de Calidad Externo en Quimica
Clinica de la Fac. de Farmacia y Bioquimica-U.B.A.

Analisis Estadistico

El andlisis estadistico se 1levé a cabo mediante el uso
de los programas Statgraphic 3.0 y Excel. Se realizé el
andlisis de varianza y el test de Student a un nivel de sig-
nificacién del 95 % (p < 0.05).

En los casos que fue necesario se evalu6 la normali-
dad mediante la ejecucion del test estadistico de Shapi-
ro-Wilks.

La presentacion grafica de los resultados hallados se
procesé mediante el programa antes mencionado [32, 33].

RESULTADOS

En la Figura 1 se observa que el muestreo fue obteni-
do en el microcentro, zonas aledafias y chacras periféri-
cas de la ciudad de Posadas.

Las caracteristicas basales de los participantes se
presentan en la Tabla 1. La poblacién incluye profesiona-

les, técnicos, administrativos, estudiantes, obreros, do-
mésticas, vendedores ambulantes, desocupados.

En la Tabla 2 se presentan los valores promedio y DS
de consumo de sal, sodio sérico y excrecion de sodio
para dicha poblacion, esta tltima discriminada por sexos.

En la Figura 2 se muestran los valores promedio y
desvios estandar de excrecién de sodio y potasio para
hombres, mujeres y poblacién general, respectivamente.

El porcentaje de individuos segtin el consumo de sal/
sodio se muestra en la Tabla 3.

En la Tabla 4 se presentan los valores promedio y DS
de consumo de potasio, potasio sérico y excrecion de
potasio para toda la poblacidn, esta tltima discriminada
por sexos.

En la Figura 3 se muestran los valores promedio y
desvios estdndar de excrecién de sodio y potasio para
hombres, mujeres y poblacion general, respectivamente.

DISCUSION

La poblacién presenta peso normal y sobrepeso gra-
do 1, segtin la clasificacién de la OMS como lo indican
los valores promedio y DS del IMC: 24 + 3 Kg/m? (Tabla
1) [24, 30].

Se excluyeron los participantes con IMC 3 30K g/m?
porque la obesidad genera retencion renal de sodio a tra-
vés de la resistencia a la leptina, hormona antiobesidad
y natriuretica [16].

Tabla 1: caracteristicas basales de los participantes (1=121).

Edad (afios) 35+10
Sexo (M / F) 51/70
IMC (Kg/m2) 24 + 3
PAS (mmHg) 112+ 11
PAD (mmHg) 70+ 10
Glucemia (g/1) 0.87 = 0.11
DCE (ml/min/SC) 101 + 26

Tabla 2: valores promedio y desvios estandar de consumo de sal, sodio sérico para la poblacion

estudiada y Nao para varones, mujeres y poblacion general.

Consumo de sal g/dia

84+ 3,4 (144 £ 53 mMol Na /dia)

Na sérico mMol/I 140 + 39

Nao poblacién general mMol/dia 184 + 68
Nao hombres mMol/dia* 200 + 56
Nao mujeres mMol/dia* 174 £ 73

*p<005
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FIGURA 1: Distribucion de la poblacion estudiada.

Rev. Cienc. Tecnol./ Afio 7 / N°7a / 2005



Maskin de Jensen, A. et al.. Homeostasis de |os electrolitos Sodio y Potasio... 41

200 +/- 56

p<0,05

200+

195+
190+

185+
180+
175+
170+
165+

\

mM/dia

174 +/-73

184 +/- 68

160

OHombres I Mujeres

m Poblacion general

FIGURA 2: Promedio y DS de excrecién de sodio para hombres, mujeres y poblacion general.
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FIGURA 3: Promedio y DS de excrecion de potasio para hombres, mujeres y poblacion general.

La poblacién en estudio, segtin la Tabla 2, consume
diariamente una dieta que contiene aproximadamente 8,4
g de sal (144 mMol sodio/dia), lo que coincide con la ex-
crecion de sodio/dia: 116-252 mMol, equivalente a7 a 15
g de sal (la excrecién de sodio es usada como marcador
bioquimico de la ingesta) [29].

Estos valores son comparables con los aportados por
la bibliografia internacional para sociedades industriali-
zadas con elevada ingesta de la misma [6, 7, 12, 13, 15,
21], a pesar de que la poblacion en estudio proviene tan-
to del microcentro como de zonas periféricas de la ciudad
de Posadas, con distintos niveles socioecondmicos.

El mayor porcentaje de individuos segtin su consumo
(31%) se encuentra dentro del rango 151-200 mMol Na/dia

(aproximadamente 8,8-11,6 g de sal/dfa). Solo el 7% de la
poblacién cumple con el consumo recomendado < 100
mMol/dia, aproximadamente 6 g sal/dia (Tabla 3) [7].

Gran nimero de estudios antropoldgicos y epidemio-
16gicos [13, 15, 16, 34-36] han puesto de manifiesto una
clara e irrefutable relacion entre la ingesta de sal y la pre-
valencia de hipertensién arterial, con lo cual los valores
obtenidos en el muestreo aleatorio realizado en la ciudad
de Posadas nos indica que la poblacién estd sometida a
uno de los factores de riesgo que predisponen al desa-
rrollo de esta patologia.

El nivel promedio del consumo de potasio es cercano
a 2,3 g/dia (59 mMol de potasio/dia), valor aproximado a
su excrecion: 29-61 mMol/dia o 1,1-2,4 g/dia K (Tabla 4).
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La excrecién de potasio al igual que la de sodio es usada
como marcador bioquimico de la ingesta [29].

Los datos obtenidos en nuestro estudio respecto al
potasio son semejantes a los de la dieta urbana moderna,
pero muy bajos con respecto a los de la dieta paleolitica
tardia de nuestros antepasados debido a que el procesa-
miento de los alimentos agrega sodio, elimina potasio y
es pobre en frutas y vegetales [13, 15, 17].

Aun asi, se cubren los requerimientos minimos esta-
blecidos por la RDA (2,0 g/dia) [38] a los cuales contri-
buye, entre otros, el mate caliente, costumbre muy arrai-
gada en nuestra zona, estimando que una toma de agua/
dia de 750 ml, acompafiado de 100 g de yerba mate, apor-
ta un valor de 100,59 + 18,32 mg de potasio diario [39].

El ingreso de sodio y potasio discriminado por sexos
(obtenido a través de su excrecion) presenta diferencias
significativas (p<0,05), Tabla 2 y 4 / Figuras 2 y 3, origina-
do por la mayor cantidad de alimentos ingeridos por el
sexo masculino.

Nuestros datos indican que la poblacién estudiada
presenta una ingesta habitual elevada de sal (mayor a
sus necesidades fisioldgicas) y baja de potasio, con una
relacién Nao/Ko de 4,2 + 1 ,4.

Actualmente se recomienda un consumo moderado
de 100 mMol Na/dia, aproximadamente 6 g de sal/dia o0 2,4
g de Na/dia; y una ingesta adecuada de potasio de
aproximadamente 90 mMol/dia (equivalente a 3,5 g de

potasio/dia), cerca del doble de la dieta habitual; con lo
que se lograrfa una relacién Nao/Ko cercana a 1 que po-
dria proteger del desarrollo de hipertension [6-8, 11, 12,
14, 16,20-22, 40-42].

El JNC VII [7] aprueba la resolucién de la American
Public Health Association para que los fabricantes de
alimentos y restaurantes reduzcan el suministro de sodio
en los alimentos en un 50% durante la proxima década y
la Food and Nutrition Board (2004) propone una ingesta
adecuada de potasio (Al) de 4,7 g/dia [43] lo que deberia
reducir los efectos adversos del ingreso de cloruro de
sodio sobre la presion arterial. °
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ABSTRACT

ATHEROGENIC RISK FACTORS INFLUENCE ON BLOOD GLUCIDID AND LIPIDIC ANALITES FROM AR-
GENTINA NORTHEASTERN ELDERLY PEOPLE.

Stress, tobacco and excessive consumption of alcohol are considered as modifiable atherogenic risk
factors, whereas ageing is a non modifiable factor. The aim of this study was to investigate the
influence of such factors on some atherogenic risk biochemical indicators in elderly people, who are
exposed to higher risk due to ageing. People of both sexes from Corrientes, Chaco and Misiones
provinces (60 to 92 years old, n = 320), were studied through a blocks design. Analysis of variance
was performed by two-way linear model. General means obtained for plasmatic glucose (0.94+0.13
g/1), fructosamine (332+50 umol/l), total cholesterol (2.17+0.46 g/l), triglycerides (1.31+0.29 g/l) and
beta lipoprotein (54.6+8.2%) were higher than those obtained on general population. On the other
hand, alpha lipoprotein (34.5+5.1%) and pre-beta lipoprotein (10.9+2.3%) remained into that
reference interval. Stressed older people revealed unfavorable glucidic and lipidic modifications, as
glucose, fructosamine, total cholesterol, triglycerides and beta lipoprotein plasmatic concentration
increases. Smoking habit was also deleterious because it caused alpha lipoprotein decrease and total
cholesterol and beta and pre-beta lipoprotein increases. On the contrary, moderate alcohol
guantities (wine) caused beneficial effects on cardiovascular health, promoting alpha lipoprotein
increase (protection factor) and beta lipoprotein and total cholesterol decreases (risk factors). In
spite of physiological and homeostatic deterioration due to ageing, results suggest that elderly
people reaction to atherogenic factors is similar to the registered on general people.

KEY WORDS: atherogenic risk, plasmatic indicators, ageing, stress, tobacco, alcohol.

RESUMEN

Estrés, tabaquismo y consumo excesivo de alcohol factores modificables de riesgo aterogénico,
envejecimiento en cambio no lo es. El propdsito de este trabajo fue estudiar los factores que pudie-
ran afectar pardmetros bioquimicos de riesgo en poblacion senil. Se estudiaron 320 personas sanas
de ambos sexos, de 60 a 92 anos, residentes en Corrientes, Chaco y Misiones. A partir de un diseno
en blogues se efectuo analisis de la varianza por modelo lineal a dos vias. Los promedios generales
obtenidos en plasma para los metabolitos analizados fueron mas alto que los admitidos para la
poblacién general, a excepcion de las lipoproteinas alfa y pre-beta. Los ancianos con estrés revela-
ron desfavorables modificaciones glucidicas y lipidicas. El tabaquismo resulto nocivo, provocando
disminucion de ciertos metabolitos. Por el contrario, moderadas cantidades de vino fueron benéfi-
cas para la salud cardiovascular. Todo esto sugiere que los ancianos responden a los factores estu-
diados de manera similar en la poblacion general.

PALABRAS CLAVES: riesgo aterogénico, indicadores plasmaticos, envejecimiento, estrés, tabaco,
alcohol.
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INTRODUCCION

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria cré6-
nica de la pared de los vasos sanguineos, cuyo endote-
lio se lesiona por diversos factores como estrés oxidati-
vo, hipertension, nicotina, homocisteina e incluso agen-
tes infecciosos (clamidias, virus), los cuales provocan la
expresion de receptores para lipoproteinas de baja densi-
dad e incrementan la adherencia de los macréfagos. La
progresion de la aterosclerosis conduce al desarrollo de
un placa lipidica (ésteres de colesterol), cuya ruptura
provoca el sindrome coronario agudo [1].

Entre los factores que influyen sobre el riesgo atero-
génico se incluye el ambiente (zona geografica), herencia
(antecedentes familiares), estilo de vida (nivel sociocul-
tural y econdémico), ocupacion laboral, estrés, actividad
fisica, dieta, obesidad, hipertensién y consumo de alcohol
y tabaco, los cuales condicionan cambios metabdlicos
(hiperlipemias, dislipoproteinemias, hiperglucemias) que
se acrecientan en la tercera edad. Envejecimiento y he-
rencia, son factores de riesgo no modificables [2, 3, 4].

El envejecimiento se define como un proceso deleté-
reo, progresivo, intrinseco y universal que, con el tiempo,
ocurre en todo ser vivo a consecuencia de la interaccion
entre la genética del individuo y su medio ambiente y
estilo de vida [5]. La capacidad del anciano para mante-
ner la homeostasis disminuye ante el desgaste general,
cuya magnitud determina la edad biolégica del individuo,
a veces muy diferente de la edad real o cronoldgica [6].

En la senescencia tienden a aumentar los niveles lipi-
dicos y glucidicos, favoreciendo la aparicion de atero-
mas. Un rol importante en la patogenia aterosclerética lo
cumple el estrés oxidativo, capaz de producir la peroxi-
dacién de lipoproteinas, trastorno que se incrementaria
en la tercera edad porque las lipoproteinas se tornan mas
susceptibles a la oxidacién [7]. Las modificaciones oxida-
tivas de las lipoproteinas de baja densidad también esta-
rian relacionadas al tabaquismo, habito que promueve la
aterogénesis [8]. El habito de fumar casi duplica la proba-
bilidad de enfermedad cardiovascular y la mortalidad to-
tal; el riesgo disminuye con la edad, pero atin persiste en
la poblacion mayor de 65 afios [9]. En exceso, el alcohol
provoca hipertrigliceridemia, hipertensién y dafios tisula-
res relacionados a las enfermedades cardiovasculares,
tanto cardiacas como cerebrales, aunque en cantidades
moderadas podria ejercer un efecto preventivo contra la
aterogénesis [10].

Entre otros indicadores plasmaticos de riesgo atero-
génico, destacan analitos glucidicos inherentes al meta-
bolismo hidrocarbonado actual (glucosa) y retrospectivo
(fructosamina) y al metabolismo lipidico, incluyendo pre-
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dictores de riesgo (colesterol total, triglicéridos y lipopro-
tefnas de baja y muy baja densidad) e indicadores de
proteccion (lipoproteinas de alta densidad) [4, 6, 11]. Ge-
nerar conocimientos sobre el impacto que algunos hébi-
tos de vida provocan sobre tales indicadores en la pobla-
cién senescente, mds vulnerable al riesgo aterogénico,
contribuiria al mejoramiento de la salud, optimizaria el
diagnéstico, evitaria pasajes a la cronicidad, abarataria
los costos provocados por las enfermedades y posibilita-
ria la adopcién de medidas que eleven no solamente la
cantidad sino también la calidad de vida de los ancianos.

El objetivo del trabajo fue indagar la influencia del
estado de estrés y del consumo de alcohol y tabaco so-
bre los valores plasmaticos de glucosa, fructosamina,
colesterol total, triglicéridos y lipoproteinas alfa, pre-beta
y beta, en poblacion de la tercera edad de las provincias
de Corrientes, Misiones y Chaco.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Se empled un disefio prospectivo de bloques aleato-
rizados con una sola restriccion, donde cada tratamiento
apareci6 una sola vez en cada bloque, eliminando la inte-
raccién tratamiento x bloque [12]. Las unidades experi-
mentales fueron 320 personas razonablemente sanas
acorde al criterio geriatrico [6], con edades entre 60 y 92
afios, exentas de medicacién. El grupo estuvo compuesto
por 114 personas de 60-69 afios, 109 personas de 70-79
afios y 97 personas de 80/+ afios (152 varones y 168 mu-
jeres). Se excluyeron individuos con problemas mentales,
obesos y alcohdlicos. Ritmo circadiano y efecto post-
prandial quedaron marginados del disefio debido a que
las muestras se tomaron a la misma hora, en condiciones
basales y bajo ayuno previo [13]. Las unidades experi-
mentales se particionaron alternativamente en bloques
con presuncion de homogeneidad, para que la variabili-
dad dentro del bloque sea menor a la variabilidad entre
bloques, a efectos de eliminar del error experimental el
efecto de los bloques [12].

Variables

Las variables dependientes (cuantitativas continuas)
fueron los valores plasmaticos obtenidos en el laborato-
rio. Las variables independientes (categdricas, tratamien-
tos) a considerar alternativamente acorde a la probabili-
dad de variabilidad fueron agrupadas en 3 categorias
con dos bloques cada una (si-no). La primera fue la pre-
suncién de estrés por separaciéon matrimonial, duelo re-
ciente, despido laboral, depresién, insomnio, penuria
econdmica y otros, segln criterios epidemioldgicos [5,
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14]. La segunda fue el consumo moderado de alcohol: 1-
2 vasos de vino con las comidas y ocasionalmente algu-
na otra bebida, versus la abstencion [15, 16]. La tercera
fue el habito de fumar, donde se compararon no fumado-
res versus fumadores de mds de 10 cigarrillos por dia [17,
18] o mascadores de tabaco. Tales datos surgieron del
interrogatorio efectuado al anciano y a sus familiares o
convivientes.

Toma de muestras y determinaciones de laboratorio
Las muestras se tomaron en el domicilio del encues-
tado, en horario matutino (8-9 AM), con la persona des-
cansada, bajo ayuno de 12 horas y en posicién sentada
[13]. Por venopuncion radial o cefalica se obtuvo sangre,
que tras coagular fue centrifugada para separar el suero.
Este fue mantenido a 5°C hasta su procesamiento, realiza-
do dentro de las 4-5 horas post-extraccién. En un espec-
trofotémetro Labora Mannheim 4010 digital provisto de
microprocesador automatico, cubeta termostatizada y
modulo de succidn, se efectuaron determinaciones de
colesterol total CT (técnica de la oxidasa-peroxidasa, lec-
turas a 505 nm, reactivos Wiener), triglicéridos TG (enzi-
mético GPO-PAP, 505 nm, reactivos Wiener), glucosa GL
(oxidasa-peroxidasa, 505 nm, reactivos Wiener) y fructo-
samina FR (azul de nitrotetrazolio, 546 nm, reactivos
Boehringer) [19, 20]. Por electroforesis semimicro realiza-
da en aparato Chemar CHF-I-3 con soporte de gel de aga-
rosa (Sigma), buffer de veronal sédico y coloracién Fat
Red 7B (Biopur), se separaron las lipoproteinas alfa
(HDL), prebeta (VLDL) y beta (LDL) [21], valordndose
ulteriormente por densitometria en aparato Citocon 440
automatico con impresora de curvas y valores. Para todas
las determinaciones se efectué control de calidad interno
(exactitud y precision) utilizando patrones comerciales.

Procesamiento estadistico
La distribuciéon normal fue verificada por test de
Wilk-Shapiro (WS). Constatada la simetria gaussiana, se

aplicaron estadisticas descriptivas paramétricas de ten-
dencia central (media aritmética) y dispersién (desvio
estandar). El andlisis de la variancia (ANOVA) para cada
variable dependiente se efectué por modelo lineal a dos
vias (bloque x tratamiento), previa verificacion de homo-
geneidad de la variancia (test de Bartlett). El sexo fue in-
troducido como covariable. Las comparaciones de me-
dias (post-ANOVA) se efectuaron mediante el test de
Tukey. El grado de asociacién lineal se obtuvo a través
del coeficiente de Pearson. Los cdlculos se realizaron
con el auxilio de un programa informdtico (Statistix 1996).
Para todas las inferencias se estipuld un nivel de riesgo
de a=5%, por debajo del cual se rechaz6 la hipdtesis nula
de igualdad [12].

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se exponen las estadisticas descriptivas
obtenidas para la muestra estudiada. Los valores adopta-
ron simetria gaussiana (WS) excepto VLDL, cuyo coefi-
ciente resulté ligeramente inferior al valor critico estable-
cido. Si bien los rangos fueron amplios, los intervalos de
confianza se cifieron en torno a la media aritmética. Para
la totalidad de los ancianos estudiados, los valores de
GL, FR, CT, TG y LDL fueron mas altos que los reporta-
dos para poblacion general (jovenes y adultos), o bien
se posicionaron en cercanias del rango maximo del inter-
valo de referencia admitido [20-23], en concordancia con
numerosas investigaciones que destacan la elevacion de
estos analitos en la tercera edad [6, 19, 24-26].

Coincidentemente, un estudio realizado en 280 ancia-
nos de Corrientes, reveld que el 36% poseia altos valo-
res lipidicos en sangre; el CT elevado fue un hallazgo
comiun a todos los grupos, pero el aumento de CT no
habria acompafado en forma lineal al aumento de TG
[27]. Otra investigacion efectuada en la misma provincia
sobre poblacion de 15 a 87 afios (n=428), descubri6 que

Tabla 1: valores obtenidos para la totalidad de la poblacion estudiada.

analito x + DE IC + 95% rango ws
GL @/ 0.94+0.13 0.930.96 0.79-1.32 0.978
FR (umol/l) 332+50 326-337 263- 397 0.981

CT @/ 217046 212222 1.68-3.12 0.988

TG @&/ 1.31£029 125136 067228 0.968

HDL (%) 34.5+5.1 33.9-35.1 26.3-43.8 0.981

VLDL (%) 10.9+2.3 10.7-11.2 7.813.6 0.937

LDL (%) 54.6+8.2 53.7-55.4 41.8-69.5 0.977
x: media aritmética. DE: desvio estandar. IC: intervalo de confianza. WS: test de normalidad distributiva de Wilk-Shapiro (valor
critico: 0.947), GL: glucosa. FR: fructosamina, CT: colesterol total, TG: triglicéridos, HDL: lipoproteina de alta densidad. VLDL:
lipoproteina de muy baja densidad. LDL: lipoproteina de baja densidad.
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el 75% de la muestra poseia valores compatibles con dis-
lipemias, severas en el 48% de los casos [28].

La Tabla 2 muestra la tendencia central, el grado de
dispersion y la significacion estadistica obtenida en cada
bloque, en personas con presuncion de estrés versus li-
bres del sindrome, consumo moderado de alcohol versus
abstencion e individuos fumadores versus no fumadores.

En la poblacidn geriatrica estudiada, los individuos
presuntamente afectados por estrés revelaron poseer
mds elevados niveles plasmaticos de GL (significativos).
Se obtuvo un alto grado de asociacion lineal entre los
aumentos de GL y CT (+0.88, p = 0.0005). En los ancia-
nos cuyas declaraciones permitieron conjeturar ausencia
de estrés, se hallaron ligeramente mds altas las tasas del
factor de proteccién aterogénica (HDL).

A partir de la informacién brindada por el encuestado
y/o sus familiares directos, surgié que las principales
causas del estado de estrés se constrefiian a conflictos
familiares y/o laborales, ruptura matrimonial, duelo recien-
te, enfermedad terminal de un allegado, exceso de traba-
jo, despidos, penuria econdémica, falta de adaptacion a
las limitaciones propias de la senescencia y otras. Los
signos detectados consistieron en irritabilidad, agresivi-
dad, insomnio, depresion, indiferencia, aislamiento, can-
sancio y desavenencias conyugales. Se afirma que el
envejecimiento entrafaria profundas modificaciones psi-
quicas que no sobrevienen espontdneamente sino que
son el resultado de acontecimientos adversos como la
jubilacién o el duelo. Resultarian afectadas las esferas
cognoscitiva (pensamientos, capacidades) y psicoafecti-
va (personalidad, afecto) [5, 14].

Estimulos psiquicos (angustia, depresion, interaccio-
nes sociales conflictivas) estimularian la médula adrenal
y las catecolaminas liberadas provocarian elevaciones
plasmaticas de GL [22, 23], CT y LDL, con disminucién de
HDL [29], tal como ocurriera en el presente estudio. A su

vez, catecolaminas y corticosteroides causarian taquicar-
dia y débito cardiaco, conduciendo a la hipertension ar-
terial, con riesgo de episodios isquémicos, trombosis
coronaria e infarto de miocardio [30].

El hallazgo de elevaciones significativas de GL y no
significativas de TG, asi como la disminucién de HDL en
sujetos bajo presuncion de estrés aqui estudiados, coin-
cide con resultados obtenidos en otras investigaciones.
El estrés se asociaria a la intolerancia a la GL, reduccion
del colesterol de HDL y aumento de TG y presion arte-
rial, predisponiendo a enfermedades cardiovasculares
[31]. En ancianos diabéticos sedentarios, el estrés se aso-
cio significativamente con mayor hiperglucemia [32].
También habria concordancia respecto a los aumentos
de CT, aunque estos fueron de escasa magnitud en los
ancianos aqui encuestados. El estrés crénico aumentaria
los niveles sanguineos de CT [33]. El tratamiento de los
factores psico-fisiolégicos vinculados al estrés haria dis-
minuir el riesgo aterogénico: reducciones del 10% del
CT plasmatico harian decrecer en un 20% o mas los
eventos coronarios [34].

El aumento de FR constatado en los ancianos estre-
sados del presente estudio, si bien escaso, coincide con
la elevacion de esta glicoproteina verificada en personas
padeciendo estrés por exceso de trabajo; FR es conside-
rada como un como pardmetro Util para valorar retrospec-
tivamente las hiperglucemias del estrés metabdlico [35].
El nivel de fructosamina debe ser incluido como indica-
dor de riesgo aterogénico, especialmente al examinar pa-
cientes ancianos [4]. El estrés laboral seria mds intenso y
riesgoso que el originado por razones familiares [33]; la
tensién ocupacional provocaria hipertension arterial, con
aumento de TG y escasos cambios de CT y HDL [36].
Segin algunas teorias, abandonar el hdbito de fumar re-
ducirfa el estrés al suprimir los periédicos efectos adver-
sos de la deplecion nicotinica [37].

Tabla 2: valores segin presuncion de estrés y consumo de alcohol y tabaco & + DE).

. estrés alcohol tabaco
analito - - -
si no Si no si no
GL @/ 1.022+ 015 0.88°+ 0.11 0952+ 0.13 0922+ 0.11 0.972+0.10 0942+012
FR (umol/) 3382+ 52 3302+ 48 3352+ 48 3312+ 46 334 2+ 47 328 2+ 43

CT @/ 2192+ 048 2152+ 044 2142+ 043 2182+ 044 2312+ 048 210°+ 041

TG €/ 1.332+£ 031 1282+ 027 1292+ 027 1.332+£ 029 1.342+ 030 1.302+0.28

HDL (%) 3322+ 50 3572+53 3982+ 52 337°0+48 2912+ 4.6 3690+ 51

VLDL %) 1062+ 21 1142+ 23 962+ 18 1092+ 21 13224+ 23 93°+20

LDL (%) 5622+ 83 5292+79 5062+77 554°+83 57723x7.6 538°+79
x: media aritmética. DE: desvio estandar. GL: glucosa. FR: fructosamina. CT: colesterol total. TG: triglicéridos. HDL: lipoproteina
de alta densidad. VLDL: lipoproteina de muy baja densidad. LDL: lipoproteina de baja densidad. En cada fila, letras distintas
indican diferencias significativas (test de Tukey, p < 0.05).
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El habito de consumir alcohol en forma moderada
produjo, con relacién a su abstencion, niveles significa-
tivamente mas altos de HDL (proteccién) y mds bajos de
LDL (riesgo aterogénico); el resto de los analitos registré
variaciones no significativas. Coincidentemente, en po-
blacién general otros investigadores también habrian
hallado elevaciones de HDL en consumidores modera-
dos de alcohol [15]. El colesterol ligado a HDL (C-HDL)
aumentaria ante ingestas moderadas de alcohol, a razén
de aproximadamente 1 mg/dl por cada 30 ml diarios de
alcohol ingerido, mds rdpidamente en mujeres que en va-
rones y con mayor magnitud entre aquellos que inicial-
mente posefan altas tasas de HDL. El incremento de C-
HDL provocado por el alcohol no se acompainaria del ha-
bitual descenso de TG, por el contrario: el alcohol seria
uno de los pocos responsables de la elevacion conjunta
de C-HDL y TG [9, 38]. En discordancia, en los ancianos
del presente estudio no se constataron elevaciones de
TG relacionadas a la ingestion de alcohol, quizés porque
el consumo fue exiguo, o bien porque la respuesta meta-
bélica podria ser distinta en la senescencia.

En efecto, la elevacion de TG seria una respuesta al
consumo excesivo de alcohol; su ingestion en cantida-
des moderadas podria ser causa de hipertrigliceridemia
solamente en individuos susceptibles, como diabéticos
y dislipidémicos. El mecanismo es aun oscuro, pero pare-
cerfa estar relacionado con la excesiva biosintesis de
quilomcrones y VLDL [9]. Segtin otros, el alcohol compe-
tirfa con los acidos grasos para su oxidacion hepadtica,
aumentando la sintesis de TG y VLDL en dicho érgano;
la subsecuente elevacién de la concentracién plasmatica
de TG seria coadyuvada por la inhibicién de la actividad
de lipasas hepaticas [39, 40].

Como en el presente estudio, pequenas dosis diarias
de alcohol habrian sido capaces de disminuir los niveles
de LDL y aumentar los de HDL sin modificar significati-
vamente las VLDL. Simultdneamente habrian disminuido
tanto la concentracién de plaquetas como la agregacion
plaquetaria, elevandose los niveles de prostaglandina E,
de comprobada accién vasodilatadora coronaria [16].
Ante el consumo moderado de vino tinto se incrementa-
rian los antioxidantes (6xido nitrico) y disminuiria la ad-
hesion endotelial [15]. En los ancianos aqui considera-
dos, las variaciones de CT fueron no significativas. En
personas jévenes de la ciudad de Corrientes tampoco se
registraron correlaciones significativas entre CT y consu-
mo moderado de alcohol [41]. Estudios poblacionales ha-
brian sugerido la existencia de un polémico aumento de la
longevidad asociado a la ingesta moderada de alcohol [9].

El consumo moderado de alcohol se concibe como la
ingestion de hasta aproximadamente 60 g/dia, equivalen-

te a unos 400 ml de vino, 1 litro de cerveza, o 120 ml de
bebidas destiladas [16]. Para otros, el consumo maximo
de alcohol util para elevar el factor de proteccién (HDL)
serfa de hasta 30 g/dia [40]. Una encuesta realizada en la
ciudad de Posadas sobre 498 personas mayores de 20
afios revel6 que el promedio diario de alcohol consumido
era de aproximadamente 5 g/dia [18]. La gran mayoria de
los ancianos aqui estudiados declararon consumir casi
exclusivamente vino, en cantidades escasas a modera-
das. El vino tinto contendria antioxidantes (flavonoides)
que protegerian a las LDL de las modificaciones oxidati-
vas [40]. Componentes del vino tinto evitarian tanto la
oxidacion de LDL como de HDL [42]. Tal reduccién de la
peroxidacién lipoproteica seria particularmente favorable
en sujetos fumadores y ocurriria atin con vino desalco-
holizado [43].

Los polifenoles del vino, citrina y catequina, y tam-
bién flavonoides como taninos, quercetina y antocianina,
ejercerian acciones antioxidantes. Un estilbeno (resvera-
trol) reduciria la viscosidad de la sangre. Ademas, el
vino aportaria silicio, cuya carencia ha sido relacionada
con la aterogénesis, y algo de dcido acetilsalicilico. El
cromo contenido en vinos y cervezas ejerceria efectos
benéficos sobre el metabolismo de lipidos y glicidos (in-
sulina) [16]. Dicho oligoelemento seria necesario para
integrar el factor de tolerancia a la glucosa, compuesto
que adyuva a mantener la normoglucemia [23]. Reciente-
mente se ha postulado que el vino blanco poseeria simi-
lares propiedades preventivas que el vino tinto [44]. El
vino seria mds eficaz que la cerveza para prevenir el ries-
go aterogénico [16]. Se ha propuesto que el mecanismo
de accién de los polifenoles del vino tinto consistiria en
suprimir la sintesis hepatica de VLDL y minimizar la pro-
duccion de quilomicrones intestinales [39].

Los gerontes fumadores registraron valores mds al-
tos de CT (significativos) y TG (no significativo). Hubo
alta correlacion entre CT y TG (+0.90, p = 0.0001). Sin sig-
nificacion estadistica, los fumadores revelaron valores
plasmaticos mas elevados de GL y FR, pero el habito de
fumar se tradujo en significativos aumentos de VLDL y
LDL (riesgo), con menores porcentajes de HDL (menor
proteccion). Estos resultados concuerdan con los obte-
nidos en investigaciones donde se habria demostrado el
aumento de CT, C-LDL, TG y GL en personas fumadoras.
Habitualmente estos individuos revelarian anomalias en
la curva de tolerancia a la glucosa y en la relacién lactato/
piruvato, debido a la menor cesién de oxigeno a los teji-
dos. La lipdlisis y la movilizacién de grasas estarian esti-
muladas, con el consecuente aumento sostenido de TG y
acidos grasos libres. La magnitud de la alteracion estaria
estrechamente relacionada a la cantidad de cigarrillos
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diarios fumados, asi como al grado de inhalacién del
humo [45].

Epidemiol6gicamente, el riesgo de enfermedad arterial
coronaria se evidenciaria cuando se fuman mas de 20
cigarrillos por dia [46]. Existirfa una relacién dosis-res-
puesta entre el aumento del niimero de cigarrillos consu-
midos y la magnitud de los cambios lipoproteicos [9].
Estudios realizados en una muestra poblacional de nues-
tro pais habrian revelado que el tabaquismo fue capaz
de discriminar significativamente entre pacientes con
enfermedad coronaria versus controles sanos [47].

Otros investigadores habrian encontrado similares
cambios de la bioquimica clinica en sujetos fumadores.
Pobladores del sur argentino adictos al tabaco habrian
revelado significativas disminuciones de C-HDL, mas
pronunciadas en varones que en mujeres. Los gerontes
no permanecerian ajenos a este cambio, que se acompa-
fiarfa del aumento de TG [48]. Los niveles de TG y CT se
incrementarian a través del gradiente [no-fumadores ®
ex-fumadores ® fumadores], a la inversa de lo que suce-
derfa con la tasa C-HDL [49]. El riesgo de enfermedad
coronaria disminuiria luego de abandonar el habito de
fumar, a diferencia de lo que ocurriria con el cancer y el
riesgo de enfermedad pulmonar obstructiva crénica, para
los cuales el riesgo persistiria [9]. Los riesgos cardiovas-
culares involucrados en el tabaquismo abarcarian tanto a
fumadores como mascadores de tabaco. La concentra-
cion de C-HDL resultaria mayor en los no adictos, a la par
que CT, TG, C-LDL y C-VLDL resultarian mayores en fu-
madores [9] y mascadores de tabaco, entre los cuales las
diferencias serian no significativas [50].

En conclusidn, surge que el estrés se revel6 capaz de
alterar desfavorablemente los indicadores plasmaticos
de riesgo aterogénico en los gerontes estudiados, ele-
vando los niveles de GL, FR, CT, TG y LDL. El habito de
fumar correlacioné con bajos valores de HDL y altos ni-
veles de CT, LDL y VLDL, revelando que los ancianos
fumadores no escaparon de las consecuencias deleté-
reas del tabaquismo descritas para jévenes y adultos. Por
el contrario, el alcohol en cantidades moderadas reveld
efectos benéficos para la salud cardiovascular, al promo-
ver la elevacion de HDL (factor de proteccién) y la dismi-
nucién de LDL y CT (factores de riesgo), tal como suce-
de en la poblacién general.
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ABSTRACT
EFFECT OF PARASITES ON CHILDREN FROM COLONY AURORA CITY, PROVINCE OF MISIONES, AR-
GENTINA
An enteroparasitologic prevalence study based on a coproparasitologic analysis and the Graham test
were conducted, in order to evaluate the children population (between 1-12 years old) from Colony
Aurora, Province of Misiones. The 89.1% of children had parasites. A prevalence of 22.9% for
Uncinariasis and 6.9% for Estrongiloidiasis was found.
Also, during 1999-2002, a serial coproparasitologic retrospective study was conducted; the
population target was children younger than é years old with social security; the 60.5% of them
were parasited. A 1.7% case of Uncinariasis and Estrongiloidiasis were found for each one.
When comparing the case frequency of “children younger than 6 years old” sample from the
prevalence study against “Children with social security which belongs to the free annual control
program 2002" sample, a decrease of 39.6% cases was detected. In this last group, the 24.8% also
had anemia, being the parasites found the major cause.
In our study, “Los Toldos” and “El Anta” are identified as hot spots, considering them as points
where health program should begin, focused on the parasites described.

KEY WORDS: Entero parasitic Prevalence, Estrongyloidiasis, Misiones, Argentina.

RESUMEN
En el presente trabajo se realizé un estudio de prevalencia de enteroparasitosis basado en un ana-
lisis coproparasitologico y un Test de Graham seriado. El mismo estuvo focalizado a nifios entre 1-
12 anos de edad inclusive, residentes del Municipio de Colonia Aurora, Provincia de Misiones. El
89,1% de los casos estudiados estaban parasitados. La prevalencia fue del 22,9% y del 6,9% para
Uncinariasis y Estrongiloidiasis, respectivamente.
De manera similar, en el estudio retrospectivo de coproparasitoldgicos seriados realizados durante
el periodo 1999-2002, el 60,5% hifios menores de 6 afos con seguro social estaban parasitados. Los
casos de Uncinariasis y Estrongiloidiasis correspondieron al 1,7% para ambas. Al comparar las fre-
cuencias de casos entre la muestra “ninos menores de 6 afnos del estudio de prevalencia”, con la
muestra “nifios con seguro social que integran programas de control anual gratuito en el afio 2002”,
se detectd una disminucion de la parasitosis del 39,6%. El 24,8% de los niflos con seguro social
cursaban con anemia ferropénica, hallandose las parasitosis como causa principal por su alteracion
nutricional cronica.
Se identifica a los Parajes “Los Toldos” y “El Anta” como puntos criticos para iniciar programas
sanitarios tendientes a disminuir estas parasitosis.

PALABRAS CLAVES: Prevalencia enteroparasitos, Anquilostomiasis, Estrongiloidiasis, Misiones, Argentina.
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INTRODUCCION

Los parasitos son una de las mayores causas pro-
ductoras de infecciones, con elevados indices de morbi-
lidad y mortalidad, produciendo ademds cuantiosas pér-
didas econémicas al hombre enfermo como asi también a
su entorno familiar y a la comunidad en la cual esta inser-
to [1].

La Estrongiloidiasis, desde su descubrimiento por
Normand en 1876, sigue constituyendo un problema sig-
nificativo a causa de su capacidad de autoinfeccion (En-
dégena y exdgena), su resistencia a los tratamientos y su
potencial recrudescencia con desenlace fatal en indivi-
duos inmunosuprimidos [2].

La Uncinariasis constituye un problema importante
para la Salud Publica, porque la infeccién intestinal por
estos nematodos ocasiona una pérdida crénica de sangre
que conduce a la anemia ferropénica. En la Republica
Argentina, la zona de la Mesopotamia se considera una
region de alta prevalencia de Uncinariasis [3].

El Municipio de Colonia Aurora corresponde al de-
partamento de 25 De Mayo de la provincia de Misiones-
Argentina, posee una supetficie de 53.000 hectédreas y se
encuentra al este el rio Uruguay, limite internacional con
el Brasil. Posee un clima subtropical sin estacién seca,
atravesado por numerosos arroyos entre cerros pertene-
cientes a las Sierras de Misiones [4]; con una poblacién
actual de 9.600 habitantes, de caracteristica rural, confor-
mada por un 44,13% con necesidades bdsicas insatisfe-
chas (NBI). EI Municipio estd dividido en 27 parajes y
colonias comunicados entre si por 1300 km de caminos
terrados. Es también variable el nimero de familias resi-
dentes en cada asentamiento, oscilando entre 10-200 fa-
milias. Acceden al agua potable menos del 30 % de las
familias de Colonia Aurora (por obras de perforacién se
alcanza la tercer napa de agua, que no en todos los casos
es clorificada y constituye la fuente de agua segura de
estas familias) [5]. El relevamiento realizado en octubre
del afio 2000 revela que el Municipio cuenta con 966 ni-
flos entre 2-5 afios.

Las enfermedades infecciosas y parasitarias ocupan
el 3° lugar en la provincia de Misiones como causa de
defuncion infantil [6]. La desnutricién crénica con sus
consecuencias funcionales que comprometen al indivi-
duo y a la Sociedad en su conjunto que conlleva a un
mayor riesgo de muerte comparado con nifios normales,
son el fundamento del presente trabajo.

En la provincia de Misiones, un trabajo realizado en
el Barrio El Timb6 de la ciudad de Apdstoles en el afio
2002, hallé una prevalencia del 90,2 % (120 nifios de 0-11
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afios) [7] y en el Hospital Provincial de Pediatria de Posa-
das afio 2000 el 53,51% (5279 muestras) [8].

OBJETIVOS

1- Conocer la prevalencia de enteroparasitosis en ni-
fios entre 1-12 afios inclusive.

2- Comparar entre la poblacién infantil con cobertura
social y la prevalencia de geohelmintos hallada en Colo-
nia Aurora.

3- Identificar los parajes o colonias, donde el control
de Uncinariasis constituye una prioridad.

MATERIALES Y METODOS

En el estudio de prevalencia prospectivo [9,10,11],
realizado en los meses de noviembre y diciembre del afio
2002, intervinieron 321 pacientes siendo el criterio de in-
clusioén nifios entre 1-12 afios provenientes de 8 parajes
seleccionados por su distribucion geografica y densidad
poblacional.

Se realiz6 una primera visita a cada paraje convocan-
do por medio de comunicacién radial a los vecinos para
reunirse en la escuela del lugar.

Se realiz6 una explicacion del método de recoleccién
de las muestras y la firma del documento que otorga el
consentimiento de los padres o tutores para la realizacion
de los estudios y posteriormente se procedi6 a la entrega
de los materiales.

En un plazo de una semana se retiraban las muestras
y una vez obtenido los resultados se convocaba en el
mismo lugar a los tutores para la entrega de la medicacion
antiparasitaria dirigida [12] pertinente y para la explica-
cién de los mecanismos de transmision y prevencion de
las enteroparasitosis.

Se realizaron un Test de Graham seriado y un copro-
parasitolégico seriado utilizando formol al 5% como con-
servante. Las pruebas consistieron en un examen micros-
copico directo en fresco y coloreado con Lugol y obser-
vacién microscépica del sedimento por medio del méto-
do Teleman modificado [13,14].

Ademds se realizé un estudio retrospectivo de copro-
parasitologicos seriados y hemogramas para evaluacion
de eosinofilias, utilizando la base de datos del dnico labo-
ratorio existente en el Municipio de Colonia Aurora. El
criterio de seleccion fueron nifios menores de 6 afios con
cobertura social que concurrieron al laboratorio entre
1999 y el 2002 inclusive. El método de concentracién de
las heces formuladas consisti6 en “Teleman modifica-
do”.
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RESULTADOS

El andlisis retrospectivo de poblacién infantil de 1-5
afios de edad, incluidos en un programa de control anual
parasitoldgico e indicadores hematoldgicos, se presenta
en la Tabla 1.

1- El Test de Graham no integra la lista de determina-
ciones gratuitas de los planes de control anual parasito-
l6gico de los nifios con cobertura social.

2- Los casos de amebiasis fueron por especies consi-
deradas comensales.

Es destacable que el 24,8% de los nifios desarrolla-
ban una anemia ferropénica en el transcurso del estudio.
El estudio de prevalencia prospectivo en el Municipio
dio los siguientes resultados.

1- Los casos de amebiasis fueron por especies consi-
deradas comensales.

2- En este grupo se encuentra incluido un 6,9% de
pacientes en los cuales se observaron huevos de Unci-
naria spp.y larvas Rabditoides que pueden ser por coin-
feccion con Strongyloides stercoralis o por eclosion de
los huevos de Uncinaria spp. para los cuales se requeri-
ria estudios adicionales para su clasificacion.

Tabla 1: Numero de pacientes, porcentaje de cada enteroparésito y eosinofilia en nifios entre 1-5

anos inclusive con seguro social, que integran programas de control anual parasitoldgico. Municipio

de Colonia Aurora, provincia de Misiones, Argentina. Afio 1999 - 2002.

1999 2000 2001 2002 Total
N ° de pacientes 86 167 111 117 481
Porcentaje de parasitado 60,5 % 50,9 % 57,7 % 538 %
Hematocrito < 33 % 24.8 %
Eosinofilia > 5 % 43 % 413 % 47,7 % 47 %
Himenolepis spp. 23 % 3% 09 % 0%
Enterobius vermicularis(1) 12 % 0% 09 % 63 %
Uncinaria spp. 58 % 6,6 % 63 % 1,7 %
Strongyloide stercoralis 47 % 0% 0% 1,7 %
Giardia duodenalis 128 % 204 % 12,6 % 18.8 %
Ascaris lumbricoides 7% 06% 99 % 43 %
Blastocystis hominis 33,7 % 34,7 % 378 % 35 %
Ameba spp. (2) 1.2 % 84 % 6.3 % 26 %
Fuente: Laboratorio de Andlisis Clinicos Colonia Aurora.

Tabla 2: Numero de pacientes que intervinieron en el estudio por Parajes. Municipio de Colonia

Aurora, provincia de Misiones, Argentina. Afio 2002.

Paraje Frecuencia Porcentaje (%)
El Anta 14 4,4
Flor de Mayo 50 15,6
Iby Pora 54 16,8
Km. 20, Colonia Aparecida 7 22
Las Limas 39 121
Los Toldos 24 7,5
Pacifico 46 14,3
Progreso 87 27,0
Total 321 100,0
Fuente: propia.
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La prevalencia de enteroparasitosis en el Municipio
de Colonia Aurora fue del 89,1% en ninos de 1-12 afios
inclusive, observandose que la misma se mantuvo en el
rango de 1-5 afios de edad.

Calculado las prevalencias de Uncinaria spp 'y Stron-
gyloide stercoralis en menores de 6 afios los cruzamos con
los datos obtenidos de nifios con seguro social (Figura 1).

DISCUSION

En poblaciones rurales de zonas tropicales la anemia
es relativamente mds frecuente, contribuida por las para-
sitosis, cuya severidad estd relacionada al nimero de
pardsitos, su cepa y virulencia, el tiempo de infeccién y la
susceptibilidad por parte del hospedero. El 24,8% de los
nifios entre 1-5 afios inclusive con cobertura social pade-
cian anemia ferropénica en el afio 2002.

Tabla 3: Distribucion de los pacientes por grupo etareo. Municipio de Colonia Aurora, provincia de

Misiones, Argentina. Afio 2002.

Grupos etarios Frecuencia Porcentaje (%)
1= Menores de 2 anos 9 30
2= 2-5 anos 92 30,9
3= 69 anos 123 41,3
4= 10-12 afios 74 24,8
Total 298 100,0

Fuente: propia.

Tabla 4: prevalencia de cada enteroparésito, en nifios de 1-12 afios inclusive. Municipio de Colonia

Aurora, provincia de Misiones, Argentina. Afio 2002.

Enteroparasito Prevalencia
Blastocystis hominis 83,1 %
Giardia duodenalis 270 %

Ameba spp. (1) 23 %

Enterobius vermicularis 29 %

Uncinaria spp (2) 229 %

Strongyloides stercoralis 69 %
Ascaris lumbricoides 106 %
Trichuris trichiura 1,6 %
Himenolepis nana 16 %
Himenolepis diminuta 13 %
Fuente: propia.

Tabla 5: Distribucion etaria de la prevalencia de Uncinariasis y Estrongiloidiasis

Uncinaria spp. Strongyloide stercoralis
Grupos etarios
Frecuencia Porcentaje % Frecuencia Porcentaje %
1= Menores de 2 afios 1 11,1 1 111
2= 2-5 afos 15 16,3 3 36
3= 69 anos 23 18,7 7 57
4= 10-12 afos 18 24,3 9 12,2

Fuente: propia.
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Los parasitos provocan una alteracién nutricional
crénica y en el caso de la Uncinariasis provoca anemia
por pérdida de sangre por succién del parasito, siendo
los nifios de corta edad la poblacién mds susceptible
porque juegan en el suelo contaminado [15]. La tabla 5
indica un aumento progresivo de las prevalencias a medi-

da que aumenta la edad, que puede ser explicado porque
a corta edad los nifios realizan tareas de mantenimiento
en las plantaciones.

La realizacién de un control anual disminuyé en forma
significativa el riesgo de Uncinariasis Odds ratio = 0,09
(Tabla 6 y Figura 1). Nuestra investigacion de prevalen-

16

15,8

144

O Pacientes con seguro
social-Plan nifio sano

12

OPrevalencia

10

% 8-

1.7 1,7

uncinaria

Strongyloide
spp stercoralis

FIGURA 1: Comparacion entre pacientes con seguro social que integran programas de control parasitologico anual y prevalencia de Uncinaria spp.y
Strongyloide stercoralis en ninos entre 1-5 anos inclusive. Colonia Aurora, provincia de Misiones — Argentina. Ano 2002. Fuente: propia.

Colonia Aurora, provincia de Misiones — Argentina. Afio 2002. Fuente: Propia.

Tabla 6: Asociacion entre Programas de control anual parasitoldgico y prevalencia de Uncinariasis,

en ninos de 1-5 anos inclusive. Municipio de Colonia Aurora, provincia de Misiones, Argentina. Afo

2002.
Control parasitolégicoanual Uncm;nass Uncn":ﬁ)rlasm Total
Si 2 115 117
No 16 85 101
Total 18 200 218
Fuente: propia. Odds ratio = 0,09 Limites de confianza al 95% 0,02 < OR < 0,4

Tabla 7: Asociacion entre Programas de control anual parasitologico vy la prevalencia de

Strongyloides stercoralis, en nifos de 1-5anos. Municipio de Colonia Aurora, provincia de Misiones -
Argentina. Afo 2002.

Control parasitoldgicoanual Ssttret:t::(g))r/g::g;s itt::ogé:ﬁisilis Total
Si 2 115 17
No 4 97 101
Total 6 212 218
Fuente: propia. Oddsratio = 0,42 Limites de confianza al 95 % 0,09 < OR < 1,89
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Tabla 8: Porcentaje de Uncinariasis en nifios entre 1-12 anos inclusive, por Parajes del Municipio de

Colonia Aurora, provincia de Misiones, Argentina. Afio 2002.

Paraje o Colonia Uncinariasis positivo Uncinariasis negativo Total %Z??:;Ejs;s
El Anta 6 8 14 42,9
Flor de Mayo 10 40 50 20
Iby Pora 11 43 54 20,4
Aparecida 0 7 7 0
Las Limas 0 38 38 0
Los Toldos 15 9 24 62,5
Pacifico 3 42 45 6,6
Progreso 21 66 87 241
Total 66 253 319
Fuente: propia.

cia determiné que el 13,6% de la poblacién que integr el
estudio defeca en el ambiente. La eliminacién de este fac-
tor de contaminacion ambiental, sumado al uso del calza-
do y un control anual debe bajar la prevalencia de Unci-
nariasis hasta su eliminacién [16,17]. Un control anual
disminuyo en el afio 2002 hasta un 39,6% las enteropara-
sitosis (Tabla 1).

Los parajes Los Toldos y El Anta [Tabla 8], con ele-
vados porcentajes de infeccién por Uncinaria spp., son
coincidentes con las zonas mas empobrecidas del Muni-
cipio, integrando el primer paraje una comunidad abori-
gen.

En Estrongiloidiasis no se logré una disminucion
significativa del riesgo con un control anual (Tabla 7)
Odds ratio = 0,42 Limites de confianza al 95% 0,09 < OR <
1,89. Esto puede ser explicado por el uso del antiparasita-
rio Mebendazol, aportado gratuitamente por el seguro
social, que no constituye el tratamiento de eleccion de
esta parasitosis [18,19].

CONCLUSIONES

1- La alta prevalencia de enteroparasitosis del 89,1%,
con caracteristica de endemia, refleja las deficiencias en
infraestructura basica y econémica del Municipio de Co-
lonia Aurora.

2- Larealizacién de un control parasitolégico anual
disminuiria significativamente la Uncinariasis. ]
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ABSTRACT

INFORMATION LEVEL OF ATHEROGENIC RISK FACTORS IN EMPLOYEES FROM TWO PUBLICS
HOSPITALS

In Misiones, cardiovascular diseases constitute the first cause of morbidity. Hence, we took the
decision of evaluating the Information Level (IL) about Atherogenic Risk Factors in hospital
employees, relating them with their degree of education and with Hypercholesteronemia (HC),
Tobacco Addiction (TA) and High Blood Pressure (HBP). 378 employees from Madariaga and
Pediatric Hospitals from Posadas were interviewed. The IL was evaluated by means of a survey
elaborated for the purpose. HC was considered: Total Cholesterol (TC) ~ 200mg/dl, HBP ~ 140/90
mmHG.. The 16% and 18% of the interviewees recoghized correctly all the ARF and the content TC
of food, respectively. We found a positive relationship between IL about ARF and the level of
education. The groups with a lower IL presented a higher occurrence of Tobacco Addiction and
HBP, and the groups with higher IL presented a higher frequency of HC. Due to the low IL found, we
suggest education campaigns to be carried out.

KEY WORDS: High Blood Pressure, Tobacco Addiction, Hypercholesterolemia, degree of knowledge,
level of education

RESUMEN

En Misiones las enfermedades cardiovasculares constituyen la primer causa de mortalidad. Por ello
nos propusimos: evaluar el nivel de informacion (NI) sobre Factores de Riesgo Aterogenico (FRA) en
empleados hospitalarios, relacionarlos con el grado de instruccion alcanzado y con :
Hipercolesterolemia (HC), Tabaquismo e Hipertension Arterial (HTA). Se entrevistaron 378 trabaja-
dores de los Hospitales Madariaga y Pediatrico de Posadas. El NI se evalud por encuesta elaborada
a tal fin. Se considerd HC: Colesterol Total (CT) [J200mg/dl e HTA: [1140/90 mmHg.

El 16% Vy el 18% de los encuestados reconocio correctamente todos los FRA 'y el contenido CT de los
alimentos, respectivamente. Hallamos una relacion positiva entre NI sobre FRA y nivel de instruc-
cion alcanzado. Los grupos con menor NI presentaban mayor frecuencia de Tabaquismo e HTAy en
los grupos con mayor NI era mas frecuente la HC. Debido al bajo NI encontrado se sugiere realizar
campanas de educacion.

PALABRAS CLAVES: Hipertension Arterial, Tabaquismo, Hipercolesterolemia, Grado de Conocimien-
to, Nivel de Instruccion.
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INTRODUCCION

La aterosclerosis es una enfermedad del sistema arte-
rial caracterizada por engrosamiento focal de la porcién
interna de la pared arterial [1]. Se desarrolla en las arterias
coronarias, carotidas ,cerebrales, renales, aorta abdomi-
nal y arterias que irrigan las extremidades inferiores, sien-
do el proceso de su formacién muy complejo involucran-
do componentes de la sangre circulante y de la pared ar-
terial [2].

La aterosclerosis coronaria es la principal causa del
infarto del corazén y numerosos factores de riesgo inter-
vienen para su silencioso desarrollo a través del tiempo.
Se definen como “factores de riesgo” a caracteristicas o
circunstancias personales, ambientales o sociales, que
actuando a través del tiempo sobre los individuos o los
grupos, aumentan la probabilidad que el evento no de-
seado ocurra [3].

El tercer informe del Panel de Tratamiento para Adul-
tos (ATP III) establece que los factores de riesgo atero-
génico (FRA) mayores para la Enfermedad Cardiaca Co-
ronaria (ECC) son la hipercolesterolemia, el tabaquismo,
la hipertension, el colesterol HDL disminuido, historia
familiar de ECC prematura y la edad. Este informe si bien
mantiene la atencién en el tratamiento intensivo de pa-
cientes con ECC, su caracteristica sobresaliente es el
enfoque sobre la prevencidn primaria en personas con
multiples factores de riesgo [4].

Hace mas de cincuenta afios que se realiza el estudio
Framingham, el cual identifica al Colesterol sérico, la Hi-
pertensién Arterial (HTA) y el Tabaquismo como factores
de riesgo mayores modificables para la enfermedad car-
diaca coronaria [5].

Estudios previos establecen la relacién del colesterol
sérico y otras lipoproteinas con la ECC en subgrupos
especificos [6]. El estudio internacional MONICA en-
cuentra que los niveles de colesterol solo explican un
35% de los eventos coronarios, mientras que si lo consi-
dera junto al tabaquismo, indice de masa corporal y pre-
sion sistolica, explican la mitad de los eventos cardiacos
[5].

La existencia de una correlacion fuerte, positiva, con-
tinua e independiente entre presion arterial y riesgo de
enfermedad cardiovascular esta bien documentada [7]. La
OMS establece una categorizacién en bajo, moderado,
alto o muy alto riesgo en funcién de la probabilidad de
un evento cardiovascular en los préximos 10 afios [8].

Puesto que la hipertension arterial es una enfermedad
muy frecuente, su importancia como factor de riesgo car-
diovascular adquiere una trascendencia sanitaria signifi-
cativa. La informacién epidemioldgica disponible en nues-

tro pafs es escasa, pero los datos muestran una preva-
lencia que oscila entre el 26.0 y el 39.8% [9].

Gran parte de los pacientes con hipertension estable-
cida no realizan suficientes cambios en el estilo de vida,
no toman medicacién o pese a recibirla estan insuficien-
temente controlados. En Argentina la informacién dispo-
nible al respecto es parcial, pero los estudios muestran
un grado de control muy pobre, no superior al 13% [9].
En un estudio que realizamos en la ciudad de Posadas
sobre individuos aparentemente sanos se encontrd que
el grupo con nivel de instruccién primario y secundario
tenfan, mayor frecuencia de HTA respecto de los de nivel
terciario, no encontrandose diferencias para el colesterol
LDL y el tabaquismo [10].

Actualmente en Argentina se estima que el nimero
de muertes por enfermedades relacionadas con el consu-
mo de tabaco asciende a cerca de 45.000 individuos por
afio. La probabilidad de desarrollar un Infarto Agudo de
Miocardio (IAM) se eleva significativamente cuando el
tabaquismo se asocia con diabetes, HTA y dislipidemia.
El riesgo de desarrollar un evento coronario fatal se du-
plica en los hombres fumadores, en las mujeres este ries-
go aumenta 4 veces. [11]. El tabaquismo es un factor de
riesgo independiente e importante para el infarto agudo
de miocardio. y cerca del 40% de los casos en la pobla-
cion argentina (y cerca del 55% de casos por debajo de
55 afios) son atribuibles a éste. [12]

En un estudio realizado en adultos de Logrofio, Espa-
fia, los autores encuentran una alta prevalencia de los
principales factores de riesgo cardiovascular: hipercoles-
terolemia, hipertension arterial, tabaquismo y sedentaris-
mo, todos ellos excepto el tabaquismo se incrementan
con la edad [13]. En un estudio realizado en la provincia
de Corrientes, Argentina, a fin de determinar la frecuen-
cia de factores de riesgo cardiovascular en personal do-
cente, los autores encontraron una frecuencia de hiper-
tension arterial del 21% y tabaquismo del 28% y no se
realizaron determinaciones de colesterol total. [14]

Ciertamente hay evidencia que las grasas oxidadas y
los productos de oxidacion lipidica estan presentes en
alimentos humanos, los que son absorbidos por el intes-
tino y aparecen en la circulacién sanguinea, ya que estas
sustancias ingeridas pueden tener efectos deletéreos
cardiovasculares tanto en humanos como en animales de
experimentacion. Sin embargo, no permanece claro de
que manera la grasa oxidada de la dieta amenaza la salud
humana o disminuye su longevidad [15].

Diversos estudios hablan de un patrén alimentario
“prudente”, rico en vegetales, frutas, legumbres, pesca-
do y granos enteros se relaciona con una menor tasa de
ECC, mientras que una dieta”occidental” rica en carnes
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rojas, manteca , carnes procesadas, huevos y productos
con alto tenor graso se vinculan con una tasa mayor de
ECC[16].

La enfermedad cardiovascular se asocia con un bajo
nivel de clase social en numerosos estudios epidemiol -
gicos. Los mecanismos que se encuentran detrds de es-
tos hallazgos no son totalmente conocidos, aunque va-
rios factores pueden ser de importancia tales como estilo
de vida, regulacién endocrina y deprivacién fetal. Un
mejor entendimiento de las bases bioldgicas para la en-
fermedad relacionada con la clase social puede facilitar
los esfuerzos en medicina preventiva vinculada con la
salud cardiovascular [17].

En la provincia de Misiones, las enfermedades car-
diovasculares constituyen la primer causa de mortalidad
de acuerdo a las ultimas estadisticas disponibles en el
Ministerio de Salud Publica, las que corresponden al afio
2004.[18]

Los empleados de los hospitales ptiblicos se hallan
en permanente contacto con los usuarios de estos Servi-
cios, a quienes deben orientar y asesorar sobre conduc-
tas que prevengan la aparicién de ECC. Sin embargo no
existen estudios en muestro medio que demuestren el
grado de conocimiento sobre Factores de Riesgo Atero-
génico (FRA) en los trabajadores de salud y su relacién
con la presencia de los mismos en estos individuos.

Los objetivos del presente trabajo podemos resumir-
los en: evaluar el nivel de informacién sobre FRA en em-
pleados de los hospitales publicos de Posadas; relacio-
nar el nivel de informacién con el grado de instruccion
alcanzado y con la presencia de Hipercolesterolemia, Ta-
baquismo e Hipertensién Arterial.

MATERIALES Y METODOS

Se entrevistaron 378 individuos sobre un total de
1.148 , mayores de 18 afios, de ambos sexos, trabajadores
de los Hospitales Dr. Ramén Madariaga y Provincial de
Pediatria de la ciudad de Posadas, provincia de Misio-
nes. La participacién de los individuos fue voluntaria.
Las caracteristicas de la poblacién estudiada fueron las
siguientes: (Tabla 1).

Con respecto a la distribucion por sexo se debe acla-
rar que el total del personal se distribuye en un 60%

para el sexo femenino y un 40% para el masculino, es
decir se obtuvo mayor participacion de las mujeres. Los
criterios de clasificacion de los individuos segtin nivel
de instruccion fue el siguiente: a) Primaria como: Primaria
incompleta a completa mas Secundaria incompleta. b)
Secundaria como: Secundaria incompleta a completa mas
Terciario incompleto a completo y ¢) Universitaria

Los Factores de Riesgo Aterogénico Mayores Modi-
ficables evaluados fueron Colesterol Total = 200 mg/dl,
Tabaquismo y Presion Arterial > 140 /90 mmHg.

La determinacién de Colesterol Total se realizé con
muestra de sangre obtenida con 12 horas de ayuno, sepa-
racién del suero dentro de las dos horas y procesamien-
to en el dia. Las muestras fueron procesadas por método
enzimatico colorimétrico en un Autoanalizador Metrolab
2000 con calibradores comerciales. Se realiz6 control de
calidad interno con pool de sueros preparado en el Labo-
ratorio y control de calidad externo por suscripcién a la
Fundacién Bioquimica Argentina. Los reactivos de labo-
ratorio fueron donados por Laboratorios Wiener.

La presion arterial fue medida en ambos brazos utili-
zando esfingomandmetro de mercurio y/o aneroides y
estetoscopios a diafragma siguiendo las recomendacio-
nes habituales.

A fin de evaluar el grado de conocimiento sobre FRA
se solicito a los entrevistados que identificaran correcta-
mente cuatro factores y para determinar conocimientos
sobre contenido de colesterol en los alimentos se les pi-
di6 que identifiquen correctamente tres alimentos ricos y
tres pobres en colesterol.

Los datos fueron procesados en el programa Epiinfo
2000, el test estadistico utilizado para comparar propor-
ciones fue Chi cuadrado considerandose significativo un
p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observa en la Figura N° 1 que el 28% de la pobla-
cién encuestada no pudo identificar correctamente nin-
gtin FRA y si consideramos como punto de corte de
aceptabilidad de conocimientos un minimo de 50% de
respuestas correctas el 55% cumplen con este requisito.

En la Figura N°2 comparado con la anterior se obser-
va un grado mayor de conocimiento con respecto al con-

Tabla 1

Nivel de instruccién Primaria (n: 130)

Secundaria (n: 128) Universitaria (n: 120)

Edad (afios) 46 + 10

41+ 10 43+ 8

Femenino: 74%

Sexo Masculino: 26%

Femenino: 72%
Masculino: 28%

Femenino: 74%
Masculino: 26%
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tenido de colesterol en los alimentos, el 18% no fue ca-
paz de identificar correctamente ningtin alimento y si
adoptamos el mismo criterio que en el caso anterior el
62% de los encuestados tuvieron un 50% o mds de res-
puestas correctas.

El dltimo consenso sobre prevencion primaria de en-
fermedad cardiovascular realizado en el afio 2002, sugie-
re continuar con el mensaje de la adopcién de estilos de
vida saludable. Este tultimo sigue siendo la piedra funda-
mental de la prevencién primaria, incluyendo evitar el
tabaquismo, hédbitos dietéticos saludables, control de
peso y la préctica de ejercicio apropiado de forma regular
[19].

Es importante que el personal de salud posea los co-
nocimientos minimos necesarios sobre identificacién co-
rrecta de factores de riesgo aterogénico, formas de pre-

vencién y control, a fin de poder brindar el asesoramien-
to y ensefianza adecuada a los usuarios de estos servi-
cios para prevenir la aparicién de ECC.

En un estudio realizado en Cuba, donde se evalia el
impacto de la educacién sobre factores de riesgo para la
enfermedad cardiovascular en la poblacidn, a través del
médico y enfermera de familia, se observa una disminu-
cion de la obesidad, sedentarismo, habito de fumar y es-
trés, atribuible al trabajo de promocién y prevencion rea-
lizado por el equipo de salud [20].

Al relacionar el grado de conocimiento sobre factores
de riesgo aterogénico (Figura N° 3) con el nivel de ins-
truccion alcanzado, se observé una relacion positiva en-
tre ambos, asi por ejemplo no tuvieron ninguna respues-
ta correcta el 41% de los individuos con instruccién pri-
maria versus el 9% con instruccién universitaria, y en el
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FIGURA 1: grado de conocimiento sobre Factores de Riesgo Aterogénico en un grupo de empleados publicos hospitalarios de la ciudad de Posadas,

Misiones, 2002.

18

18 118

Frecuencia
-—
o

12
| I
1 2

Numero de respuestas correctas

15 15
3 4 5

FIGURA 2: grado de conocimiento sobre contenido de colesterol de los alimentos en un grupo de empleados publicos Hospitalarios de la ciudad de

Posadas, Misiones, 2002.
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otro extremo con el 100% de respuestas correctas el 39%
de los de nivel universitario versus el 5% de instruccién
primaria. Por lo tanto seria conveniente que dentro de los
mismos servicios hospitalarios los empleados con un ni-
vel de formacidn superior puedan transmitir sus conoci-
mientos al resto del personal, a fin de que el agente pu-
blico con menor nivel de instruccién pueda optimizar su
autocuidado y que el paciente, usuario del hospital, pue-
da recibir la informacién adecuada. Una relacién similar
se observa al comparar el grado de conocimiento sobre
contenido de colesterol en los alimentos y nivel de ins-
truccion alcanzado.

Al analizar los resultados de la Figura N° 5 | si bien
no se observan diferencias significativas entre grupos
para cada uno de los factores de riesgo aterogénico mo-
dificables analizados, los grupos con menor grado de co-
nocimiento sobre factores de riesgo aterogénico presen-
tan una frecuencia mayor de Hipertensién Arterial y Ta-
baquismo que los grupos con un nivel de informacién
mayor.

Una estrategia poblacional efectiva y amplia para pre-
venir el incremento de la prevalencia de hipertension ar-
terial con la edad y reducir el nivel general de presion ar-
terial, aun en una pequeia medida, pueden modificar a
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s % - v NN
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Referencias: NS: sin diferencia significativa, **p<0.01, ***p <0.001.

FIGURA 3: relacion entre el grado de conocimiento sobre Factores de Riesgo Aterogénico y nivel de instruccion en un grupo de

empleados publicos hospitalarios, Posadas, Misiones, 2002.
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Referencias: NS: sin diferencia significativa, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

FIGURA 4: relacion entre el grado de conocimiento sobre contenido de colesterol en los alimentos y el nivel de instruccién en un grupo de empleados

publicos hospitalarios de la ciudad de Posadas, Misiones, 2002.
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largo plazo la morbimortalidad cardiovascular total de la
poblacién, en una medida similar o mayor a la lograda al
tratar tan solo a los hipertensos establecidos [9].

El abandono del tabaco incrementé el colesterol
HDL, mejord la tolerancia a la glucosa, desciende los ni-
veles de tromboxano, mejord la tension arterial y la fre-
cuencia cardiaca contribuyendo asi a mejorar el perfil de
riesgo. La tasa de mortalidad debida a enfermedad coro-
naria se redujo con la suspensién del habito de fumar,
ademds se observan resultados favorables a nivel de en-
fermedad vascular periférica y cerebrovascular con dismi-
nucién de la incidencia de Accidente Cerebro Vascular
isquémico y hemorragico [11].

Al observar la relacion de la Hipercolesterolemia con
el nivel de informacion en las Figuras N° 5 y 6, los grupos
mads informados presentaban una frecuencia mayor de

niveles elevados de colesterol total que los grupos con
menor nivel de informacién. Es de sefialar que los grupos
que poseen mayores conocimientos tanto sobre factores
de riesgo como sobre contenido de colesterol en los ali-
mentos estdn constituidos principalmente por agentes
con nivel de instruccién universitario completo, es decir
individuos con un poder adquisitivo mayor, lo que les
permite que puedan acceder con mayor facilidad a pro-
ductos de alto contenido energético, ricos en grasas sa-
turadas y colesterol.

En el presente trabajo no se analizaron otros factores
de riesgo modificables, pero no incluidos entre los mayo-
res como la obesidad, el sedentarismo y los habitos die-
téticos, llamados por el ATP III “factores de riesgo rela-
cionados con el estilo de vida”, que pueden influir en los
resultados obtenidos. Si bien los rangos de edades son
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Referencias: hipercolesterolemia (p=0.1245), Tabaquismo (p=0.089) e HTA (p=0.2033).

FIGURA 5: relacion entre el grado de conocimiento sobre Factores de Riesgo Aterogénico y frecuencia de Hipercolesterolemia, Tabaquismo e
Hipertension Arterial (HTA) en un grupo de empleados publicos hospitalarios de la ciudad de Posadas, Misiones, 2002.

50

40

30

Frecuencia de

Hipercolesterolemia

47 47 47
42 43
34
27
20 -
10 -
0 i
0 1 2 3 4 5 6

Numero de respuestas correctas

FIGURA 6: relacion entre el grado de conocimiento sobre Factores de Riesgo Aterogénico y frecuencia de Hipercolesterolemia,
Tabaquismo e Hipertension Arterial (HTA) en un grupo de empleados publicos hospitalarios de la ciudad de Posadas, Misiones, 2002.
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proximos y la distribucién por sexo entre grupos es simi-
lar no se evaluo el efecto de la menopausia ya que esta
se asocia con incrementos significativos del Colesterol
Total [21].

También debemos considerar el estrés como factor
de riesgo para ECC, donde uno de los componentes mas
importantes es la hostilidad, cuyo mecanismo estd vincu-
lado con hiperactividad del sistema nervioso simpatico
produciendo aumento de la presién arterial sistélica, ta-
quicardia, mayor secrecion de cortisol, noradrenalina y
adrenalina y valores elevados de colesterol LDL.[22].

La prevencion primaria ofrece la posibilidad de redu-
cir la incidencia de la enfermedad coronaria, basada en
cambios en el estilo de vida a través de la disminucién de
la ingesta de grasas saturadas, control de la presion arte-
rial, eliminacién del habito de fumar, aumento de la activi-
dad fisica, control de peso y disminucion del estrés a fin
de mejorar la calidad de vida y disminuir los costos deri-
vados de la atencién de estos pacientes. Sin embargo
hay autores, que sostienen que el argumento econémico
de la medicina preventiva es engafioso, ya que el éxito
significa a menudo posponer un problema, pero no pre-
venirlo del todo. Segtin los economistas, el punto de in-
flexion se encontraria en alguna edad cercana a los 50
afios, en la que los beneficios de unos pocos afios pro-
ductivos mds equivalen mas o menos a los costos adi-
cionales de sobrevivir durante una edad avanzada. A
partir de esta edad los argumentos econdémicos para la
prevencion se derrumban progresivamente. Sin embargo,
a cualquier edad antes de la jubilacién, cualquier politica
de prevencién que reduzca la incapacidad o mejore la
capacidad de trabajo dara lugar a una ganancia econdmi-
ca, y después de la jubilacién cualquier medida que au-
mente la independencia y reduzca la necesidad de apoyo
médico y social producird ahorros econdémicos [23].

CONCLUSIONES

1-El grado de conocimiento sobre Factores de Riesgo
Aterogénico en el grupo de empleados puiblico hospita-
lario estudiado fue bajo. Se obtuvieron mejores resulta-
dos con el nivel de informacién sobre contenido de co-
lesterol en los alimentos.

2- Se observé una asociacién positiva entre el nivel
de conocimientos y el grado de instruccién alcanzado.

3-No se encontr6 asociacion significativa entre el gra-
do de conocimiento y la presencia de Factores de Riesgo
Aterogénico Mayores Modificables en los individuos es-
tudiados. Fue mayor la frecuencia de Hipertensién Arte-
rial y Tabaquismo en los grupos con menor grado de co-
nocimientos; la Hipercolesterolemia fue mas frecuente en
los grupos con un nivel de educacién superior.
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4-Se sugiere realizar campaias de educacion entre el
personal hospitalario, donde los agentes que tienen un
nivel de formacién superior sean los que orienten a sus
compafieros a fin de optimizar el autocuidado tanto de
los agentes de salud como de los usuarios de estos Ser-
vicios.

AGRADECIMIENTOS

A todo el personal de los Hospitales Dr. Ramén Ma-
dariaga y Pedidtrico de la ciudad de Posadas-Misiones.

A los Laboratorios Wiener por los reactivos dona-
dos.

Al Dr. Severino Bargardi y al Bqco. Pedrozo, Williams.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- Smith, Thier.

Fisiopatologia. Principios biologicos de la
Enfermedad. Edit Médica Panamericana. 920. 1986.

2- Coniglio, R. I.

Biologia de la aterogénesis: Algunos conceptos de un
proceso complejo, 1 parte. Bioquimica y Patologia
Clinica. 61(1):39-45. 1997.

3- Coniglio, R. I.

Aterosclerosis coronaria: criterios para la deteccion
de individuos de alto riesgo. Acta Bioq.Clin.Lat.
XXVIII (4): 519-527. 1994.

4- Executive Summary of the Triad report of the
National Cholesterol Education Program(NCEO) Expert
Panel on Detection, Evaluation and treatment of high
blood colesterol in adults (Adult Treatment Panel I1I).
JAMA. 285(19):2486-2497. 2001.

5- Kromhout, D; Menotti, A; Kesteloot, H.; Sans, S.
Prevention of coronary heart disease by-diet and
lifestyle. Evidence from prospective cross-cultural-
cohort, and intervention studies. Circulation. 105: 893-
898.2002.

6- Stamler, J; Daviglus, M. L.; Garside, D. B.; et al.
Relationship of baseline serum cholesterol levels in 3
large cohorts of younger men to long-term coronary,
cardiovascular, and all-cause mortality and to
longevity. JAMA. 284: 311-318. 2000.

7- The sixth report of the Joint National Committee on
prevention, detection, evaluation and treatment of high
blood pressure. Arch Intern Med. 157 : 2.413-2.446.
1997

8- 1999 World Health Organization-International
Society of Hypertension Guidelines for the
Management of Hypertension. J. Hypertens. 17 : 151-
183. 1999.



Castillo Rascon, M. S. et al: Nivel de informacion sobre factores de riesgo... 67

9- Informe de Comisién de Hipertension Arterial
Revista Argentina de Cardiologia. 69(1) : 5-11. 2001.
10- Castillo, S.; Coniglio, R.; Doubnia, M. I.; Lopez
Torres, J.; Guersanik, C.; Meza, G.; Claramaunt, R.;
Durando, A.; Ramirez, R.; Silva, E.; D'Alonzo, T.
Factores de riesgo para la aterosclerosis coronaria
en el nordeste argentino. Dieta alimentaria y niveles
de instruccion. Revista de Ciencia y Tecnologia
Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales,
UNAM. 3: 6-16. 2000.

11- Informe de Comision de Tabaquismo. Revista
Argentina de Cardiologia. 69(1): 12-21. 2001.

12- Schargrodsky, H.; Rosloznik, J.; Ciruzzi, M.;
Pramparo, P.; Hirschon Prado, A.; Cesar, J.; Soifer, S.;
Negri, E.; Tognoni, G.; La Vecchia, C.

Cigarette smoking and acute myocardial infarction: a
case-control study from Argentina. Tobacco Control.
2:127-131. 1993.

13- Mosquera, J. D.; Brea, A. J.; Remalle Gomora;
Gomez Alamillo, C.; Marquez del Prado, M.; Sanz, M.
Prevalencia de los Factores de Riesgo
Cardiovasculares en Poblacion Adulta de Logrorio,
La Rioja. Arteriosclerosis. 12(4) :199-208,2000.

14- Lapertosa, S.; Morales, M.; Rambau, D.; Polimeni, M.
Factores de riesgo cardiovascular en una poblacion
docente. Actas del Congreso Argentino de Diabetes.
36, 2.2002.

15- Cohn, J. S;

Oxidized fat in the diet, postprandial lipaemia and
cardiovascular disease. Current Opinion in
Lipidology. 13 : 19-24.2002.

16- Hu, F. B.

Dietary pattern Andlisis : a new direction in
nutritional epidemiology. Current Opinion in
Lipidology. 13 : 3-9. 2002.

17- Nilsson, P.; Moller, L.; Ostergren, P.

Social class and cardiovascular disease-an update.
Scans J. Soc. Med. 23(1): 3-8. 1995.

18- Ministerio de Salud Publica-Gobierno de la
Provincia de Misiones. Causas de Mortalidad General
aflo 2004. Provincia de Misiones. Estadisticas de Salud
Publica. 2005.

19- Pearson, T.; Blair, S.; Daniels, S. R.; and others.
AHA Guidelines for primary prevention of
cardiovascular disease and stroke. Update Circulation.
106: 388-391. 2002.

20- Bravet, P. P.; Ordéfiez Carcelle, C.; Blanco Bouza, D.;
Nordet Cardona, P.; Cardoso, P. M.; Martinez
Fernandez, C.

Perspectiva en la disminucion y control de los
factores de riesgo de aterosclerosis en Cuba mediante
el médico de familia. Revista Cubana de Medicina
General Integral. 6 (1):23-29. 1990.

21- Torng, P. L.; Ta-Chen, S.; Sung, F. C.; Chien, K. L.;
Huang, S. Ch.; Chow, S. N.; Lee Y. T.

Effects of menopause and obesity on lipid profiles in
middle-aged Taiwanese women : the Chin-Shan
Community Cardiovascular Cohort Study.
Atherosclerosis. 153 : 413-421. 2000.

22- Comision de Aspectos Psicosociales. Revista
Argentina de Cardiologia. 69 : 99-108. 2001.

23- Geoffrey, R.

La estrategia de la medicina preventiva. Ed Masson-
Salvat Medicina: 2-4. 1994.

Recibido: 03 de Junio de 2005.
Aprobado: 10 de Septiembre de 2005.

Rev. Cienc. Tecnol./Afo 7 / N° 7a / 2005



68

Ledesma, M. A. et a/.: Estudio citogenéticos en tres especies de aves antarticas

Rev. Cienc. Tecnol.
AN07/N°7a/2005/68-72

ESTUDIOS CITOGENETICOS EN TRES ESPECIES
DE AVES ANTARTICAS

"Ledesma, M. A. / 'Cardozo, D. E. / 2Montalti, D. / 3Leotta, G. A. /3Gunski, R. J.

TLaboratorio de Citogenética de Aves. Departamento de Genética. F.C.E.Q.yN. U.Na.M. Félix de Azara
1552, 6° Piso. (3300). Posadas, Misiones, Argentina. E-mail: genaves@fceqgyn.unam.edu.ar

2Dpto. Biologia. AVES. Instituto Antartico Argentino. Cerrito 1248. (1010) Cap. Federal.

3Catedra de Patologia de Aves y Piliferos. Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de
La Plata. Calle 118y 60. cc: 296. CP: 1900. La Plata, Buenos Aires, Argentina.

ABSTRACT

CYTOGENETIC STUDIES IN THREE SPECIES OF ANTARCTIC BIRDS

Peripheral blood samples from Phalacrocorax bransfieldensis (7 males), Larus dominicanus (4 males-
5 females) and from Chionis alba (6 males-5females) were taken during the Antarctic expeditions of
'97-'98 and '98-'99 summers in the Jubany Station and Orkney Station respectively. To obtain of
mitotic metaphases long time cultures of lymphocytes were made. P. bransfieldensis, 2n=72, L.
dominicanus, 2n=68, C. alba, 2n=76. Although the present work constitutes the first description of
the number and the chromosome morphology of these three species, it is still necessary to make
more studies with different types of differentials staining, like C and G bands, that allows to
understand in the future the mechanisms that happend during the course of their evolution.

KEY WORDS: Chromosomes, Birds, Phalacrocorax, Larus, Chionis.

RESUMEN

Muestras de sangre periférica de Phalacrocorax bransfieldensis (7 machos), Larus dominicanus (4
machos - 5 hembras)y Chionis alba (6 machos - 5 hembras) fueron tomadas durante las campanas
antarticas de verano ‘97-'98 y ‘98-'99 en las Bases Jubany y Orcadas, respectivamente. Las
metafases mitoticas se obtuvieron de cultivos de linfocitos de larga duracion. P. bransfieldensis,
2n=72, L. dominicanus, 2n=68, C. alba, 2n=76. Si bien el presente trabajo constituye la primera des-
cripcion del niumero 'y la morfologia cromosomica de estas tres especies, aun es necesario realizar
estudios con distintos tipos de coloraciones diferenciales, como los bandeos Cy G, que permitan en
el futuro comprender mejor los mecanismos que sucedieron durante el transcurso de su evolucion.

PALABRAS CLAVES: Cromosomas, Aves, Phalacrocorax, Larus, Chionis.
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INTRODUCCION

En el Continente Antartico existen aproximadamente
39 especies de aves [1]. Los estudios citogenéticos son
practicamente inexistentes y solo recientemente, a partir
del trabajo conjunto desarrollado por el Grupo Aves del
Instituto Antdrtico Argentino y el Proyecto de Citoge-
nética de Aves de la Universidad Nacional de Misiones,
se han realizado muestreos sistematicos que permitieron
caracterizar diferentes especies de aves antdrticas [2, 3].

El cormoran, Phalacrocorax bransfieldensis, (Peleca-
niformes: Phalacrocoracidae), es residente permanente
de latitudes australes. Los ejemplares adultos miden mas
de 70 cm. de largo y no presentan dimorfismo sexual. Sus
colonias reproductivas estan formadas por cientos de
parejas que se ubican en las zonas costeras de diversas
islas subantarticas. [1].

La paloma antartica, Chionis alba, (Charadriiformes:
Chionididae), es un ave marina que se encuentra en la
regién antartica. Son completamente blancas y se las lla-
ma palomas por su aspecto general, modo de andar y
volar. Es la tnica especie antdrtica que carece de mem-
branas natatorias en sus patas, lo que no impide que
nade con gran facilidad. No presentan diferencias visibles
entre ambos sexos. Nidifican en la region antartica y du-
rante el invierno migran hacia el norte, llegando hasta las
Islas Malvinas y costas patagénicas. [4].

La gaviota cocinera, Larus dominicanus, (Charadrii-
formes: Laridae), es la tinica especie de esta familia que
se reproduce en la regién antartica, es de color blanco
con el dorso y las alas negros. Son aves gregarias que se
reproducen, comen y migran en grupos. Su distribucién

llega por el litoral Atlantico hasta Rio de Janeiro, Brasil y
por el Pacifico hasta Perd, también se las encuentra en
Africa y Nueva Zelanda. [4].

El objetivo del presente trabajo fue describir el com-
plemento y la morfologia cromosémica de: P. bransfiel-
densis; L. dominicanus 'y C. alba.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de sangre periférica de 7 machos de Phala-
crocorax bransfieldensis, 4 machos y 5 hembras de La-
rus dominicanus y 6 machos y 5 hembras de Chionis
alba fueron tomadas durante las campafias antérticas de
verano ‘97-98 y ‘98-°99 en las Bases Jubany (Isla 25 de
Mayo — Shetlands del Sur, 62° 14’ S 58° 40’ W) y Orca-
das (Isla Laurie - Orcadas del Sur, 60° 44’ S 44° 44’ S)
respectivamente. Para la obtencion de metafases mitoti-
cas se utilizé la técnica de cultivo prolongado de linfoci-
tos [5], en 8 ml. de medio de cultivo RPMI 1640 con HEP-
PES (Gibco), 2 ml. de suero fetal bovino y fitohemagluti-
nina como agente mit6tico, se incub6 en estufa a 37° C
durante 72 horas, una hora antes de la cosecha del mate-
rial se agregaron dos gotas de colchicina al 0,05%, luego
de retirado el medio de cultivo se adicionaron 10 ml. de
solucién hipoténica de KCI 0,075 M dejando en estufa
durante 15 minutos, para el prefijado se colocaron dos o
tres gotas de fijador Farmer (Metanol: Acido Acético 3:1),
el fijado se realiz6 con 10 ml. de fijador Farmer. El material
fue goteado sobre portaobjetos limpios y coloreado du-
rante 10 minutos con solucién de Giemsa en buffer fosfa-
to 0,06M, pH 6,8. Para la obtencién del miimero modal, se
contaron y analizaron 30 metafases de cada especie, de
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FIGURA 1: Metafase de a) macho y b) Cariotipo de Phalacrocorax branstieldensis 2n=72. Las flechas indican los cromosomas sexuales.
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las cuales, las mejores fueron fotografiadas utilizando
pelicula Imagelink HQ (Kodak) de 25 ASA y los positi-
vos en papel, Kodabrome IIRC F3. Los cromosomas fue-
ron ordenados segtin la nomenclatura propuesta por
Levan et al. [6].

RESULTADOS Y DISCUSION

En Phalacrocorax bransfieldensis, 2n=72, (Figura 1)
los cromosomas de los pares 1°, 2°, 3° y 5° son submeta-
céntricos, los pares 6° y 7° metacéntricos, 4° y 9° subtelo-
céntricos y a partir del 10° par son todos cromosomas te-
locéntricos pequefios. El cromosoma sexual Z es subme-
tacéntrico y equivale en tamaio al 3°-4° par del comple-
mento autosémico.

La familia Phalacrocoracidae estd formada por 36 es-
pecies [4], de las cuales incluyendo el presente trabajo,
han sido estudiadas citogenéticamente solo cuatro de
ellas, Phalacrocorax pygmaeus, 2n=70 [7], P. carbo,
2n=70 [8, 9] y P. niger, 2n=90 [10, 11]. De acuerdo a Bel-
terman y De Boer, [9] P. nigery P. pygmaeus presentan
un cariotipo enteramente formado por cromosomas acro-
céntricos a excepcion del cromosoma Z que es metacén-
trico, a diferencia de lo observado para P. carbo [9]y P.
bransfieldensis donde existe predominancia de cromoso-
mas bibraquiales. A pesar de la escasa informacién que
existe hasta el momento en estudios cariotipicos para
este orden, es posible observar que mientras las familias
Pelecanidae y Sulidae presentan homogeneidad en su
constitucién cariotipica, la familia Phalacrocoracidae es
muy heterogénea, lo que torna a este orden muy atracti-
vo para estudios citogenéticos que permitan interpretar
las relaciones cariotipicas que puedan existir entre las

distintas familias, incluyendo las que aun no han sido
estudiadas como Fregatidae, Anhingidae y Phaetonidae.

En Larus dominicanus, 2n=68, (Fig. 2) los pares 1°, 2°
y 4° son submetacéntricos, 8°y 9° metacéntricos, 6°y 7°
subtelocéntricos, 3°, 5°y 10° son telocéntricos, los res-
tantes cromosomas son todos telocéntricos pequenos. El
cromosoma Z es submetacéntrico y equivale en tamafio a
los pares 3°-4° del complemento autosémico, el W es
también submetacéntrico y equivale en tamafio a los pa-
res 8°-9°.

Otras especies de gaviotas fueron analizadas, L. ar-
gentatus 2n=72, L. canus 2n=66, L. fuscus 2n=70, L. ma-
rinus 2n=72'y L. ridibundus 2n=66, [12]. Al comparar las
distintas especies se puede observar que existe reducida
variabilidad en el nimero cromosémico y practicamente
muy pocas diferencias a nivel morfolégico, lo que sugie-
re una elevada estabilidad cariotipica en este grupo.

Chionis alba, 2n=76, (Fig. 3), donde los dos primeros
pares del complemento son submetacéntricos, los pares
7°, 10°, 11°, 12° y 13° metacéntricos, los pares 4°, 5°, 6° y
9° subtelocéntricos y los pares 3°y 8° telocéntricos, los
restantes son cromosomas telocéntricos pequefos. El
cromosoma Z es submetacéntrico y de acuerdo a su ta-
mafio se lo ubica entre los pares autosémicos 3°y 4°,
mientras que el W es telocéntrico pequefio.

La familia Chionididae estd compuesta por dos espe-
cies, C. alba que habita la zona antdrtica bajo América
del Sur y C. minor que solamente se encuentra en la re-
gi6én antértica por debajo del Océano Indico [1]. Se pue-
de observar que en su constitucidn cariotipica la paloma
antartica presenta un elevado nimero de cromosomas
bibraquiados. Hasta el presente, no existian registros ci-
togenéticos para esta familia.
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FIGURA 2: Metafases de a) hembra, a’) macho y b) Cariotipo de Larus dominicanus 2n=68. Las flechas indican los cromosomas sexuales.
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FIGURA 3: Metafases de a) hembra, a’) macho y b) Cariotipo de Chionis alba 2n=76. Las flechas indican los cromosomas sexuales.

El orden Charadriiformes presenta una gran diversi-
dad cariotipica [13]. Por ejemplo en las especies estudia-
das de la familia Charadriidae el niimero cromosémico es
76 [14, 15, 16], en tanto que en la familia Scolopacidae el
nimero cromosdmico asciende hasta los 98 cromosomas
[14], en ambas familias el cromosoma sexual Z corres-
ponde en tamaiio al 2° par autosémico. Por otro lado, en
la familia Burhinidae, aparecen los complementos cromo-
somicos mas bajos registrados hasta la actualidad para la
clase Aves, con 2n=40 [17], en tanto que en la familia
Laridae la media observada es de 68 cromosomas, y el
cromosoma Z de estas familias se corresponde con el 4°
par autosémico. C. alba y L. dominicanus presentan una
elevada homogeneidad en su constitucién cariotipica,
particularmente en la morfologia de sus macrocromoso-
mas, lo que indicaria una estrecha relacion filogenética
entre ambas familias, en este sentido, estudios molecula-
res serfan de gran interés en este orden.

Si bien el presente trabajo constituye la primera des-
cripcién del cariotipo de estas tres especies, aun es nece-
sario realizar estudios con técnicas de coloracién diferen-
cial y moleculares, que permitan comprender mejor los
mecanismos cromosémicos que ocurrieron durante el
transcurso de su evolucion. °
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LISTA DE LAS ESPECIES DE PECES DEL TRAMO
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ABSTRACT

CHECKLIST OF FISH SPECIES FROM ALTO PARANA RIVER, ITUZAINGO-IGUAZU SECTION
(ARGENTINE).

This contribution offers a checklist of fishes species from the Alto Parana River, resulting from
captures made during the last 22 years (1978-2001) by routine sampling of the Fishery Biology
Project of the National University of Misiones, Argentina. In recent years three important regional
dams, “Itaipu”, “Yacyretd” and “Corpus” were built. Sampling of more than a hundred fish captures
in the Ituzaingo (Corrientes)-Iguazll (Misiones), Argentine river section, were made to contribute to
ichthyological knowledge. A list of 260 species belonging to 41 fish families and 13 orders were
identified. All the specimens conform a regional collection deposited in our Project and part of them
are in ILPLA and Facultad de Ciencias Naturales y Museo (La Plata) too, whose specialists
collaborated in taxonomical studies. The results obtenied allows us to dispose of data for fishery
resources evaluation.

KEY WORDS: Fish Resources, Asociations, Alto Parana, Large Dams.

RESUMEN

El presente trabajo es un listado de especies de peces del Rio Alto Parana capturados durante los
ultimos 22 anos de relevamientos rutinarios realizados por el Proyecto Biologia Pesquera Regional
de la Universidad Nacional de Misiones (ARGENTINA). En el marco de los estudios medioambientales
y los efectos derivados de la construccion de grandes represas, “Itaipd”,”Yacyreta” y “Corpus”. Se
llevaron a cabo alrededor de un centenar de campanas ordinarias de pesca experimental, ademas
de aquellas especiales con expertos en taxonomia de peces provenientes del ILPLA y la Facutad de
Ciencias Naturales y Museo (La Plata). Los especimenes conforman hoy nuestra coleccion de refe-
rencia regional y parte de estos se hallan en las colecciones de las Instituciones antes mencionadas.
En lo que puede considerarse como un corte temporal de 1978 al 2001, se identificaron un total de
260 especies, pertenecientes a 13 6rdenes y 41 familias. Los resultados obtenidos permiten disponer
de datos para llevar a cabo planes de estudios sobre manejo del recurso ictico.

PALABRAS CLAVES: Recursos icticos, Asociaciones, Alto Parana, Grandes Represas.
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INTRODUCCION

El rio Parana, por la magnitud de sus caudales, la ex-
tensién de su cuenca tributaria y la longitud de su reco-
rrido (4.000 km), constituye uno de los mds importantes
de Sudamérica. Formado por la confluencia de los rios
Paranayba y Grande, el Parand posee una cuenca de 2.8
x 10° km?, que incluye toda la parte sudcentral de Améri-
ca del Sur, desde los Andes hasta la Serra do Mar, cerca
del Océano Atlantico [1]. Sus caudales varian respetan-
do dos épocas de crecidas y un estiaje invernal, con os-
cilaciones menores debidas a lluvias locales, una ampli-
tud térmica en el agua de 15° C, con rango entre 15 °C y
30 °C, en el marco de un clima subtropical sin estacién
seca.

El presente trabajo busca comunicar la lista de espe-
cies de peces capturados durante 22 afios de muestreos
en un tramo del Rio Parana que hoy esta cercado por las
represas Itaipu (Brasil) y Yacyretd (Argentina).

Desde 1982 la represa Itaipu, disminuy6 el recorrido
del Rio Alto Parana [2] y modificé el sistema del Parana
Superior en sus condiciones fisicas al eliminar del paisaje
los Saltos del Guaird y las comunidades preexistentes.
Segtn la intensidad del impacto sobre las especies, esta-
ria dada por la interaccidon entre las caracteristicas de la
cuenca hidrogréafica, del emprendimiento (localizacion,
area, profundidad, circulacién del agua) y de la comuni-
dad de peces involucrados [3].

El estado de un sistema es consecuencia de un con-
junto de valores tales como las variaciones meteoroldgi-
cas, hidrométricas, geograficas y antrépicas, expresados
en un grupo de especies que, por evolucion, han ido desa-
rrollando sus propias moderaciones y equilibrios mutuos.

El curso de agua estudiado se encuentra dentro del
Dominio Paranaense y estd incluido actualmente en la
Ecorregion Ictiolégica Misionera [4]. Acorde a esto, el
“inventario especifico” que aqui se presenta tiene por
objeto ofrecer un instrumento util para comparar cualita-
tivamente las asociaciones de peces en un tramo limita-
do por estas barreras artificiales con otras, si las circuns-
tancias lo requieren. En este sentido es interesante recor-
dar a Ford [5] quién resalta la importancia de los trabajos
de campo para evitar el sesgo de la variabilidad biol6gi-
ca en poblaciones naturales, contrastando con el estudio
de organismos en laboratorio.

MATERIALES Y METODOS
Las tareas de campo se realizaron en el Rio Parand y

algunos de sus tributarios en el tramo entre Puerto Igua-
zu e Ituzaingd, entre Junio de 1978 y Junio de 2001. Se
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cont6 con vehiculos y embarcacion de la Universidad
Nacional de Misiones.

Para la obtencién del material en el drea de estudio se
utilizaron diversas artes de pesca, tales como: redes de
espera de distintos tamafios de mallas, espinel con dife-
rentes anzuelos y redes pala para arrastre costero; mas el
material proveniente de la pesca comercial de subsisten-
cia de la margen derecha del Rio Parana. Cada equipo de
redes agalleras fue recorrido en lapsos adecuados al
movimiento ictico (alimentacion, reproduccion, etc.).

El material recogido fue adecuadamente diferenciado
por arte de origen para su posterior identificacion siste-
matica y muestreo biolégico. La mayor parte fue identifi-
cado en campo. Aquellos ejemplares que presentaron
inconvenientes en su determinacién taxondémica fueron
conservados en formol al 10% o refrigerado para su con-
firmacién en laboratorio. En la identificacién y el ordena-
miento sistematico de los ejemplares se utiliz6 bibliogra-
fia general y especifica referida a las distintas entidades
taxonomicas [6-24].

El muestreo biolégico rutinario consisti6 en la medi-
cion del largo estdndar, peso total, altura del cuerpo, de-
terminacién del sexo, estadio gonadal macroscépico y
observaciones generales (pardsitos, anormalidades, con-
tenido estomacal, acumulacién de tejido adiposo y de-
mads consideraciones al momento de la captura) [25].

Es importante notar que, para facilitar la lectura de los
datos cuando fuera necesario, se considerd y agrupé a
los peces en autdctonos, exoticos, por régimen alimenta-
rio: ili6fagos (influencia humana indirecta, represas, etc.);
herbivoros (influencia humana directa, accidentes de
transporte de soja ); iliéfagos naturales (viejas del agua:
Loricariidae) especies de altas tasas de renovacién (au-
téctonas), tamafio mediano (Hemiodus orthonops, Lepori-
nus obtusidens) los desplazan en nimero. Es importante
hacer notar que es posible agrupar las especies por tallas a
fin de facilitar algunos comentarios relativos a la abun-
dancia y tamaflo asi se expresa como peces pequefios
“mojarras, piki”, hasta peces medianos y grandes [26].

El trabajo se realizé con la participacion de investiga-
dores del Proyecto de Biologia Pesquera Regional de la
UNaM y el asesoramiento cientifico del ILPLA, Museo
de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de La
Plata, INALLI, y parte del material colectado se conserva
como coleccion de referencia de la UNaM y las otras ins-
tituciones antes mencionadas.

RESULTADOS

En el tiempo y espacio mencionado se colectaron un
total de 260 especies agrupadas en 13 ordenes y 41 fami-
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lias, con el fin de brindar una aproximacion de la taxoce- ron introducidas con fines de repoblamiento y cultivos
nosis para el drea y no una descripcién de abundancia. Si  en el drea, parece que la experiencia no ha sido exitosa de
bien algunas exdticas (carpa, tilapia, trucha arco iris) fue- acuerdo al potencial esperado [27] . Dicha informacién se

Tabla 1: Lista de especies del Rio Alto Parana (1978 - 2001).

CLASE: CHONDRICHTHYES
ORDEN: MYLIOBATIFORMES
Familia: Potamotrygonidae
Potamotrygon brumi
Potamotrygon falkneri
Potamotrygon motoro
Potamotrygon sp

CLASE: OSTEICHTHYES
ORDEN: CLUPEIFORMES
Familia: clupeidae
Brevoortia pectinata
Pellona flavipinnis
Familia: Engraulidae
Lycengraulis grossiadens

ORDEN: CHARACIFORMES
Familia: Acestrorhynchidae
Acestrorhynchus pantaneiro
Acestrorhynchus lacustris
Familia: Cynodontidae
Raphiodon vulpinus
Familia: Characidae
Asiphonichthys stenopterus
Charax gibbosus
Roeboides bonariensis
Roeboides paranensis
Roeboides prognathus
Oligosarcus hepsetus
Oligosarcus jenynsii
Oligosarcus sp
Cynopotamus argenteus
Cynopotamus kincaidi
Galeocharax humeralis
Galeocharax kneri
Acrobrycon tarijae
Brycon hilarii
Brycon microlepis
Brycon orbjgnyanus
Triportheus paranensis
Salminus maxitlosus
Aphyocharax alburnus
Aphyocharax dentatus
Aphyocharax anisitsi
Aphyocharax rubropinnis
Poptella orbicularis
Astyanax (A) cf. marionae
Astyanax (A) 1asciatus 1.
Astyanax (4 lineatus
Astyanax (A) scabripinnis
Astyanax (A) abramis
Astyanax (P) bimaculatus b.
Astyanax (4) eigenmanniorum
Astyanax (P) alleni
AStyanax paraguayensis
Astyanax sp
Bryconamericus exodon
Bryconamericus stramineus
Bryconamericus iheringi

Gymnocorimbus ternetz
Hemigrammus ulrey
Hyphessobrycon anisits
Hyphessobrycon callistus
Hyphessobrycon elachys
Moenkhausia dichroura
Moenkhausia intermedia
Moenkhausia sanctae filomenae
Tetragonopterus argenteus
Tetragonopterus sp
Chelrodon piaba
Cheirodon interruptus
Holoshestes pequira
Odontostilbe microcephala
Odontostilbe notormelas
Odontostitbe hepsetus
Odontostiibe paraguayensis
Markiana nigripinnis
Pseudocorynopoma aoriai
Psellogrammus kenneady
Psellogrammus sp
Familia: Serrasalmidae
Serrasalmus marginats
Serrasalmus spilopleura
Pygocentrus nattereri
Serrasalmus ternetz
Piaractus mesopotamicus
Myleus tiete
Myloplus asterias
Mylossoma duriventris
Mylossoma orbignyanum
Mylossoma parasuayensis
Familia: Gasteropelecidae
Thoracocharax stellatus
Familia: Erythrinidae
Hoplerythrinus unitaeniatus
Hoplias malabaricus m.
Familia: Lebiasinidae
Pyrrhulina australis
Pyrrhulina melanostorma
Familia: Anostomidae
Leporellus pictus
Abramites hypselonotus
Schizodon nasutus
Schizodon platae
Schizodon borellii
Leporinus acutiaens
Leporinus obtusiaens
Leporinus lacustris
Leporinus octofasciatus
Leporinus striatus
Leporinus sp
Familia: Characidiidae
characidium fasciatum f.
Characidium rachovi
Familia: Hemiodidae
Hemiodus orthonops
Familia: Parodontidae
Apareiodon affinis
Parodon sp
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Tabla 1: Lista de especies del Rio Alto Parana (1978 - 2007).

Familia: Prochilodontidae
Prochilodus lineatus
Prochilodus scrofa
Familia: Curimatidae
Steindachnerina brevipinna
Steindachnerina biornata
Steindachinerina conspersa
Curimatella dorsalis
Curimata gilberti
Curimata .
Potamorhina squamoralevis
Potamorhina sp
Psectrogaster curviventris
Cyphocharax spilotus
Cyphocharax voga
Cyphocharax platanus

ORDEN GYMNOTIFORMES
Familia: Gymnotidae
Gymnotus cargpo
Familia: Apteronotidae
Apteronotus albifrons
Apteronotus brasiliensis
Porotergus ellis’
Familia: Rhamphichthyidae
Eigenmantia virescens
Rhamphichthys rostratus
Rhamphichthys hahini
Sternopygus macrurus
Brachypopomus brevirostris
Familia: Engraulidae
Lycengraulis grossidens

ORDEN CYPRINIFORMES
Familia: Cyprinidae
Cyprinus carplio

ORDEN CYPRINODONTIIFORMES
Familia: Poecilidae
Gambusia arfinis
Cnesterodon decemmaculats
Familia: Anablepidae

Jenynsia lineata
Familia: Poeciliidae
Cnesterodon decenmaculatus
Phalloceros caudimaculatus

ORDEN: SILURIFORMES
Familia: Doradidae
Doras ejgenmanni
Megalodoras laevigatuiis
Oxydoras kneri
Platydoras costatus
Pterodoras granulosus
Rhinodoras dorbignyi
Trachydoras paraguayensis
Anaaoras weaelli
Familia: Auchenipteridae
Auchenipterus nuchalis
Auchenipterus nigripinnis
Trachelyopterus striatuiis
Trachelyopterus galeatus
Familia: Aspredinidae
Bunocephalus rugosus

Bunocephalus sp
Familia: Pimelodidae
Iheringichthys labrosus
Bergiaria westermarnni
Parapimeloaus valenciennes
Pimelodella gracilis
Pimelodella laticeps
Pimelodella griffini
Pimelodella howesi
Pimelodella sp
Pimelodus albicans
Pimelodus argenteus
Pimelodus clarias
Pimelodus ornatus
Pimeloaus abscondictus
Pimelodus misteriosus
Pimelodus so.
ZUngaro zungaro
Rhamdia quelen
Luciopimelodus argentinus
Luciopimeloaus pati
Megalonema platanum
Brachyplatystoma filamentosurm
Hemisorubim platy rhynchos
Paulicea luetkeni
Pseudoplatystoma coruscans
Pseudoplatystoma fasciatum f.
Sorubim lima
Steindachneridion inscripta
Microglanis cottoldes
Heptapterus mustelinus
Familia: Ageneiosidae
Agenelosus brevifilis
Ageneiostis valenciennes
Ageneiosus dentatus
Familia: Hypophthalmidae
Hypophthalmus edentatus
Hypophthalmus oreomaculatus
Familia: Cetopsidae
Pseudocetopsis gobioides
Familia: Trichomycteridae
Trychomycterus $p.
Familia: Pygidiidae
Homodlaetus maculatus
Paravanaelia bertonii
Familia: Callichthyidae
Callichthys callichtfys
Corydoras aeneus
Corydoras hastatus
Corydoras paleatus
Corydoras australe
Corydoras .
Hoplosternum littorale
Lepthoplosternum pectorale
Familia: Loricariidae
Hypoptopoma inexpectaturm
Hypoptopoma gulare
Farlowella amazona
Loricaria cataphracta
Loricaria sp
Loricariichthys anus
Loricariichthys labialis
Loricarilchthys maculata
Loricariichthys platymetopon
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Tabla 1: Lista de especies del Rio Alto Parana (1978 - 2001).

ORDEN: BELONIFORMES
Familia: Belonidae
Strongylura microps

Potamorhaphis ejgenmarnni

ORDEN: ATHERINIFORMES
Familia: Atherinidae
Odontesthes bonariensis
Hypostomus albopuntactus
Hypostomus auroguttatus
Hypostomus boulengeri
Hypostomus commersoni
Hypostomus derbyi
Hypostomus francisci
Hypostomus hermanni
Hypostumus 1atirostris
Hypostomus luetkeni
Hypostomus luteomaculatus
HypOStomus macrops
Watawata microstomus
Hypostomus myersi
Hypostomus paranensis
Hypostomus paulinus
Hypostomus piratatu
Hypostomus punctactus
Hypostomus regarni
Hypostomus varipictus
Hypostumus strigaticeps
Hypostomus cordovae
Hypostomus p.
cochliodon cochliodon
Peckoltia vittata
Lyposarcus anisits’
Megalancistrus parananus
Hisonotus maculipintis

ORDEN: BELONIFORMES
Familia: Belonidae
Strongylura microps

Potamorhaphis ejgenmanni

ORDEN: ATHERINIFORMES
Familia: Atherinidae
Odontesthes bonariensis
Odontesthes perugiai

ORDEN: SYNBRANCHIFORMES
Familia: Synbranchidaes
Synbranchus marmoratus

ORDEN: PERCIFORMES
Familia: Sciaenidae
Pachyurus bonariensis
Plagioscion ternetz
Familia: Cichlidae
Apistogramma cormmbrae
Apistogramma sp
Cichlasoma dimerus
Clchlasoma facetum
Cichlasoma $p.
Cichla ocellaris
Cichia orinocensis
crenicichla niecerleinii
Crenicichla lepidota
Crenicichla .
Bujurquina vittata
Crenicichla semifasciata
Laetacara dorsigera
Gymnogeophagus balzanii
GYImnogeophagus gymnogenys
GYmnogeophagus sp

ORDEN: PLEURONECTIFORMES
Familia: Achiridae
catathyridium jenynsi

ORDEN: LEPIDOSIRENIFORMES
Familia: Lepidosirenidae
Lepidosiren paradoxa

detalla a continuacion ordenada en catregorias taxono-
micas:

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Enumerar las especies de peces es una de las dificul-
tades mds importantes a resolver para contar con un in-
ventario que nos ofrezca un cuadro o estado de una
cuenca imbrifera, para que, por ejemplo, con tales datos
poder aproximarnos a la riqueza especifica e intentar co-
nocer el grado de similitud entre distintas muestras o
momentos y asi realizar sucesivas aproximaciones, pre-
dicciones e hipdtesis sobre el grado de complejidad del
sistema, o el elenco probable con un repertorio variado.
Asi es el caso que nos toca presentar del Alto Parana,
una cuenca semicerrada por cataratas naturales ubicadas
aguas arriba de Yacyretd, como Iguazii y Uruguai (Argen-

tina), Monday, Nacunday (Paraguay), con importantes
especies migradoras de variados rangos de densidad.

Podemos decir que esta area constituye una unidad
fisica de distintos aspectos, reconocibles por su compo-
sicion basaltica, areniscas, arena, limo, arcilla, erosionada
y transferida aguas abajo predominando la acumulacién
sedimentaria, complejo global que justifica la existencia
de diferentes habitat donde se desarrollan multiples ni-
chos que permiten esperar una variedad especifica impor-
tante.

La identificacion de especies capturadas nos permite
aproximarnos al conocimiento de la biodiversidad actual,
al mismo tiempo que nos induce a establecer hipédtesis
sobre las variaciones espacio-temporales de las comuni-
dades icticas en esta area de estudio.
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ABSTRACT

METHOD FOR ISOLATION AND PURIFICATION OF DNA FROM MICROCYSTIS SPP.

Alga blooms disrupt the normal aquatic equilibrium, generating low quality waters with unpleasant
smells and flavors. Furthermore, some species are capable of generating toxins dangerous to
animals and humans. The study of bloom’s genetic diversity is of the utmost importance in order to
identify the different cyanobacterium genera involved, mainly focusing in toxic individuals. Our
objective is to develop an effective and fast method for the isolation and purification of genomic
DNA from Microcystis spp., a model of toxic cyanobacteria. The proposed method is sufficient for
obtaining good quantity and quality genomic DNA suitable for molecular genotypification.

KEY WORDS: Cyanobacteria, DNA isolation, Microcystis spp., blooms.

RESUMEN

Las floraciones de cianobacterias (blooms) alteran el equilibrio acuatico, afectan otros organismos,
y degradan la calidad del agua por la produccion de olor y sabor desagradable. A estos, se le puede
sumar el efecto aun mas grave de que ciertos géneros son capaces de producir toxinas que afectan
a animales y humanos. Debido a la alta dinamica de las floraciones en ecosistemas eutrofizados, es
importante el estudio de su diversidad genética a fin de identificar las distintas poblaciones partici-
pantes. El objetivo del presente trabajo ha sido la elaboracion de un protocolo de trabajo eficazy
rapido que sea Optimo para la extraccion y purificacion de ADN de Microcystis spp. como uno de
los géneros mas representativos de las cianobacterias toxicas. La cantidad y pureza del ADN obte-
nido por el mismo se encuentra en los rangos aceptables para la mayoria de las técnicas
moleculares de genotipificacion.

PALABRAS CLAVES: Cianobacteria, aislamiento de ADN, Microcystis spp., floracion.
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INTRODUCCION

Las cianobacterias o cianoficeas (algas verdes-azu-
les), son organismos procariotas que pueden encontrar-
se en forma unicelular estricta, en agregados celulares o
en filamentos, cuyos pigmentos no estdn organizados en
cromatoforos [1, 2]. Estos organismos dependen del pro-
ceso fotosintético para la obtencién de energia, y se es-
tima se habrian originado hace unos 3500 millones de
afios.

Su facilidad de crecimiento favorece su desarrollo
tanto en el suelo como en el medio acudtico, preferente-
mente en ambientes dulceacuicolas, de aguas alcalinas o
neutras, con pH superior a 7,5, temperaturas por encima
de 25°C y una alta concentracién de nutrientes, princi-
palmente nitrégeno y fosforo.

La creciente eutrofizacion de los ambientes acudticos
puede favorecer su proliferacién masiva o floracién (Har-
mful Algae Blooms -HABs- o simplemente “Blooms™).
Estos blooms pueden ser detectados a simple vista o en
otros casos no percibirse, encontrandose dispersos en
todo el volumen de agua o localizarse a cierta profundi-
dad formando estratos de muy poco espesor [3].

El ecosistema acudtico se ve alterado por los blooms
de cianobacterias, principalmente por efecto del sombrea-
do. Este inhibe la capacidad fotosintética de otras algas

y afecta a los animales del entorno disminuyendo la dis-
ponibilidad de oxigeno disuelto para la respiracion, y
degradando la calidad del agua por produccién de olores
y sabores desagradables. Pero el efecto mds grave, es la
potencialidad de ciertos géneros para la produccién de
toxinas, que son capaces de provocar sintomas agudos
y crénicos luego del contacto o la ingestién por animales
y el hombre [4, 5, 6].

La toxicidad de los blooms de cianobacterias esta
asociada, entre otros factores, al tamafio de la floracién y
a su complejidad, dado que algunas especies pueden pre-
sentar en una misma floracién cepas téxicas con diferen-
tes rangos de toxicidad y cepas inocuas. La especie colo-
nial Microcystis aeruginosa Kiitz. (Figura 1 a, b), es una
de las mas peligrosas debido a su capacidad de biosinte-
tizar una potente toxina, la microcistina. La concentracién
de esta toxina puede variar o inhibirse en respuesta a
cambios ambientales, por lo cual es recomendable supo-
ner que el bloom de Microcystis es siempre potencial-
mente toxico [7].

Debido a la alta dinamica de las floraciones de ciano-
bacterias en ecosistemas eutrofizados (géneros involu-
crados, capacidad toxicogénica, cantidad relativa, etc.) es
importante estudiar su diversidad genética a fin de iden-
tificar las distintas poblaciones participantes. En este
contexto, las técnicas moleculares son herramientas de

3~
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FIGURA 1: Microcystis aeruginosa, a) Detalle de las células 1000x, b) Colonia de Microcystis aeruginosa 400X, c) y d) Colonias con mucilago evidente
400X.
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gran ayuda para la clasificacidén taxonémica de las espe-
cies presentes, debido a que este grupo de algas posee
una gran plasticidad fenotipica [8, 9]. Dentro de la varie-
dad de técnicas moleculares actualmente disponibles
para la genotipificacidn de organismos, el requerimiento
de ADN de una cierta calidad y pureza es un requisito
indispensable. Para ello, es necesario el desarrollo de
metodologias de extraccién y purificacion de ADN gené-
mico que contemplen las particularidades de los organis-
mos bajo andlisis.

En el caso de las cianobacterias, el mucilago y la pa-
red celular (figura 1 c, d) que las rodean son un importan-
te impedimento para el aislamiento de ADN de buena ca-
lidad. Algunos grupos han logrado buenos resultados,
en cuanto a la ruptura de paredes de algas verdes azules,
mediante la utilizacién de detergentes tales como DTAB
o CTAB [10, 11]. Se han informado protocolos mds sim-
ples, pero estos solo son aplicables a unas pocas espe-
cies [12, 13]. Es por ello que sigue siendo necesario el
desarrollo de metodologias rapidas y confiables para la
extraccién y purificacién de genoma de cianobacterias.

El objetivo del presente trabajo ha sido la elaboracién
de un protocolo eficaz y rapido para la extraccioén y puri-
ficacién de ADN genémico de Microcystis spp. como
uno de los géneros mds representativos de las cianobac-
terias toxicas.

Se espera que este protocolo pueda extenderse a
otras especies, eventualmente aplicando pequeias modi-
ficaciones.

MATERIALES Y METODOS

El material fitoplancténico fue extraido a nivel subsu-
perficial, filtrando 100 litros de agua a través de una red
de plancton de 20 pm de abertura de malla, (Figura 2) y
depositado en frascos de 250 ml de capacidad (Figura 3).
Las muestras se obtuvieron en diferentes estaciones de
colecta sobre el cauce principal del rio Parand, aguas arri-
ba y aguas debajo de la presa Yacyretd (27° 28” S 56° 44°

4 3'120

3 D d;
P ey

O) y un tributario (arroyo Itaembé), en el primer semestre
del 2004.

Una de las caracteristicas del género Microcystis es la
de poseer vesiculas de gas y formar en la muestra acuo-
sa una capa superficial. Aprovechando esta cualidad,
con la ayuda de una pipeta Pasteur se absorbié dicha
capa y se filtr6 el mayor volumen posible empleando un
matraz quitasato de 250 ml y trampa de agua. El filtro uti-
lizado fue de 20 um de abertura de malla. El filtrado se
desecd en estufa durante 40 minutos a 37 °C hasta elimi-
nacion total de la humedad (Figura 4). Una alternativa
que se probd fue almacenar el material filtrado a -20 °C
hasta su posterior procesamiento.

El material empleado en los procesos de aislamiento
y purificacién de ADN gendémico (muestra analitica) co-
rrespondié al raspado de la materia orgdnica desecada
sobre los filtros, en una cantidad equivalente a un cuarto
del volumen de un tubo eppendorf de 1,5 ml.

A partir de las muestras analiticas, se desarrollaron
tres etapas generales para el protocolo de extraccién y
purificacién de ADN genémico:

a) Lisis celular
En esta etapa se probaron tanto procedimientos me-
cédnicos como quimicos, utilizindose: mortero, perlas de

Figura 3: Muestra filtrada en frasco de 250 ml.

FIGURA 2: Filtrado de agua a través de una red de plancton.
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plomo, N, liquido, CTAB 2X (bromuro de cetrimetil amo-
nio), lisozima, proteinasa K.

b) Purificacién de ADN

Se realizaron lavados con cloroformo: alcohol isoami-
lico, fenol: cloroformo: alcohol isoamilico, por separado o
bien en forma conjunta.

¢) Precipitacion del ADN

Se probaron tanto isopropanol puro como NaCl en
isopropanol.

La cuantificacién y pureza del ADN obtenido fue
analizada por espectrofotometria empleando un espec-
trofotémetro de doble haz Shimadzu UV-1601PC, de
acuerdo a Berger [14].

Materiales
Se emplearon los siguientes reactivos y drogas para
el analisis
*N, liquido
+Solucién de extraccion CTAB (Bromuro de cetrimetil
amonio).
-2% CTAB
-1,4 M NaCl
-20mM EDTA
-Tris-HCI (pH 8)
-1% PVP (polivinilpirrolidona, 40000 D.)
-H,0O destilada
+Stock de fosfato de potasio monobdsico. Se disol-
vié 136 mg de fosfato de potasio monobdsico en 10 ml
de agua destilada.
+Stock de lisozima (USBiological) Smg/ml, (para 30
reacciones). Se guard6 a —20 °C. 5 mg de lisozima se di-
solvieron en 1 ml de stock de fosfato de potasio monoba-
sico.
+Se tomd 30 pl de este stock y se agregd 270 ul de
agua destilada.
+1 M Tris-HCI (pH 8). Se disolvieron 3,63 g de Tris en
15 ml de agua destilada, se verificé que el pH bajara has-

ta 8 con acido clorhidrico fumante, luego se agregé agua
destilada hasta llegar a 30 ml.

+Stock NaCl 5 M. Se disolvieron 1,46 g de NaCl en
agua destilada y se llevaron a 5 ml.

+TESM.

50 mM Tris-HCl (pH 8)
100 mM NaCl
5 mM EDTA (pH 7)

A 20 ml de agua destilada se agregd 2 ml de de 1 M
Tris-HCl (pH 8) y 0,8 ml de solucién stock de NaCl 5 M;
luego se agregd agua destilada hasta llegar a 40 ml.

+Stock SDS 10% en TESM.

1g de SDS en 10 ml de TESM
+Solucién de SDS/proteinasa K, (para 6 muestras).
720 ul de stock SDS 10% en TESM
480 ul TESM
360 pg proteinasa K

+24:1 cloroformo: alcohol isoamilico.

+25:24:1 fenol: cloroformo: alcohol isoamilico.

+Isopropanol.

+5 M NaCl en isopropanol.

+Se disolvieron 5,84 g de NaCl en 20 ml de isopropa-
nol.

+70% etanol.

Como primera aproximacion metodoldgica se imple-
ment6 para la lisis celular un macerado de las muestras
analiticas en N, liquido, empleando en primera instancia
mortero a temperatura ambiente, luego perlas de plomo
incorporadas al macerado y finalmente solucién de ex-
tracciéon CTAB. La purificacién consté unicamente de
dos lavados en volimenes iguales con cloroformo: alco-
hol isoamilico (24:1), recuperandose la capa acuosa por
centrifugacién y precipitdndose los 4cidos nucleicos
con isopropanol puro a -20°C y posterior lavado con eta-
nol 70% a temperatura ambiente. Los resultados de esta
primera estrategia se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: valores de absorbancia, cantidad e indice de pureza obtenidos empleando la primer

estrategia metodoldgica.

Muestra analitica Ab”rb:r':]"ia 260 Abs""’:r'r‘fia 280 | |aDNtotal (ng/pl) | Indice de pureza
Rio Parand, Ita-lbaté.05/03/04 0,057 0,052 57 11
Arroyo Itaembé.04/03/04 0213 0267 213 038
e I I
Rio Parana, embalse (E10MI). 25/02/04 0,139 0,171 139 038
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A los efectos de incrementar la pureza del ADN obte-
nido, en una segunda etapa del trabajo, se modificé el
proceso de lisis celular incorporando posteriormente a la
maceracién con N, liquido en mortero, una digestién en-
zimdtica con lisozima y proteinasa K. Ademads, para la
purificacién de los dcidos nucleicos se probaron dos al-
ternativas:

a) dos lavados con cloroformo: alcohol isoamilico
24:1 y dos lavados con fenol: cloroformo: alcohol isoami-
lico 25:24:1 (muestra 1, 2,3 y 4).

b) cuatro lavados consecutivos con volimenes igua-
les de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 (muestra 5 y 6).
Finalmente, la precipitacion se realizé con NaCl en iso-
propanol a -20°C y un lavado final con etanol 70%. Los
resultados de esta segunda estrategia se presentan en la
Tabla 2.

Finalmente, se probé en la etapa de purificacién el
empleo de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico 25:24:1
como unica solucién de lavado en dos oportunidades,
manteniendo el resto de los pardmetros sin modificacién
con respecto a la segunda estrategia. Los resultados
obtenidos se detallan en la Tabla 3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos demostraron la factibilidad
de extraer ADN en cantidades suficientes pero sin alcan-
zar la pureza requerida para la mayoria de las técnicas
moleculares de genotipificacion (>1,3y < 1,9) [14].

Estas modificaciones técnicas permitieron recuperar
mayores cantidades de dcidos nucleicos, sin embargo, la
pureza de los preparados no mostré cambios, siendo atin
inferior a lo deseable.

Tabla 2: valores de absorbancia, cantidad e indice de pureza obtenidos empleando la segunda

estrategia metodologica.

Muestra analitica Abzg:)b:rgcia Abzg:)b:rgcia [A:)nNg]/;gml Masa total (ug) Irﬂ:::zge
R ar onioos | 02 0301 553 2 07
’ Riolt'::i;?:gé.T 2$33?§4agua 0094 0,110 235 9 09
3R aoarn 0169 0179 o 17 09
T 0290 0267 725 2 r
S ingo, 100304 | 022 0290 70 28 :
S Ryole. Trrasros 2 0173 0172 433 17 1

Tabla 3: vaores de absorbancia, cantidad e indice de pureza obtenidos empleando la tercera

estrategia metodologica.

Muestra analitica Ab;g;b:nr:cia Ab;g;b:nr:cia [Aﬂ;l]/;gtal Masa total (ug) "::.(-:: zge
Rl s 0 * i
" et os/osioa |08 ozl " 7 i
Rio Paran1éé/8$gzlse (E4C). 0,532 0,393 1330 40 14
Rio Parané‘l,;/:g;t/):‘:se (E4AMD). 0,639 0,458 1597 48 1,4
Rio Parané1,;3;t/)g‘:se (E9MD). 0,565 0,447 1412 57 1.3
e o | ows | oms s
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El cambio introducido en esta tercera estrategia per-
miti6 alcanzar niveles de pureza compatibles con la mayo-
ria de las técnicas moleculares en uso rutinario.

De esta manera se establecié como protocolo final el
siguiente procedimiento:

Lisis de células

Se filtré el maximo volumen posible del concentrado
de algas con malla de 20 um, dependiendo del volumen
que se obtuvo de la filtracion de 100 litros.

El filtrado se secé en estufa a 37°C durante 30 minu-
tos, hasta eliminacion total de la humedad.

Se rescat9 el filtrado y se macer6 con N, liquido en
mortero a temperatura ambiente.

El mortero se 1lavé con 700 pl de TESM y se colocod
todo el volumen en un tubo de 2 ml.

Se agreg6 300 pl de una dilucién 1/5 de stock de liso-
zima y se incub6 a 37°C durante 60 minutos.

Se agregaron 200 ul de solucién SDS/proteinasa K
(50 pg/ml) y se incub6 a 55°C durante toda la noche.

Luego se inactivé la proteinasa K por ebullicién du-
rante 10 minutos.

Purificacion del ADN

Se enfri6 la muestra a temperatura ambiente durante 2
minutos.

Se agreg6 500 ul de fenol: cloroformo: alcohol isoami-
lico y se invirti6 el tubo varias veces hasta que se formé
una emulsion. Este paso se realizé con cuidado para evi-
tar dafar el ADN.

Se centrifugd la muestra por 5 minutos a 13000 x g.

La capa acuosa se transfirié a un tubo nuevo tenien-
do cuidado de no absorber la interfase

Si el sobrenadante quedara sucio, se debe proceder a
realizar tantos pasos de extraccién fenol: cloroformo: al-
cohol isoamilico sean necesarios. En nuestro protocolo,
dos lavados fueron suficientes. Tener en cuenta que
cada 2 lavados se pierde aproximadamente un 20 % de
muestra.

Precipitaciéon del ADN

Se agregé a la capa acuosa NaCl en isopropanol frio.
Se invirti6 el tubo varias veces y se llevé a —20 °C, du-
rante al menos 30 minutos.

Se centrifugd por 10 minutos a 13000 x g. Con cuida-
do se elimind el sobrenadante invirtiendo el tubo.

Se agregaron 1000 pl de etanol al 70 %.

Luego se centrifugd por 10 minutos a 13000 x gy se
eliminé por inversion el etanol teniendo cuidado de no
perder el precipitado. Se secé el precipitado dejando el
tubo destapado durante unos minutos.

El precipitado de ADN se resuspendié en 50 pl de
agua destilada.
La muestra se conservo a —20 °C.

CONCLUSION

El empleo de esta metodologia de extraccion y purifi-
cacién de ADN de Microcystis permite la obtencién de
material en cantidad suficiente y con la pureza adecuada
para realizar metodologias de genotipificacién molecular.
El mismo ha sido empleado para la puesta a punto de
RAPDs (resultado no mostrado), obteniéndose patrones
de bandeo interpretables, coincidiendo con la pureza
gendmica requerida.

El empleo de esta metodologia permitira desarrollar
técnicas para el andlisis rdpido y confiable de géneros
involucrados en “blooms” y, por lo tanto, la deteccion de
aquellos potencialmente asociados a la biosintesis de
toxinas peligrosas, con la consecuente alerta temprana
disparadora de acciones tendientes a minimizar la proble-
matica ecoldgica y de salud en areas de alto impacto na-
tural. °
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ABSTRACT

APPLICATION OF A MOLECULAR METHODOLOGY FOR THE DETECTION OF HERPES SIMPLEX VIRUS
1 AND 2 GENOME IN THE ANALYSIS OF AORTIC TISSUES FROM PACIENTS SUFFERING CORONARY
ATHEROSCLEROSIS

Herpesviridae viruses have been proposed as potential risk factors for atherosclerosis since it was
demonstrated that Marek’s disease virus (MDV), an avian herpesvirus, could promote the
development of atherosclerotic lesions in aortas of infected chickens. Experiments conducent to
demonstrate the putative link between viral infection and atherosclerosis included -seroepidemiological
studies, -animal models, and -/ vitro studies. However, the obtained results are still controversial,
banning still a definitive conclusion. One important issue regarding this controversy is that evidence
of the actual presence of the virus at the site is scarce, although other mechanisms that do not
require the presence of the virus in the vessel wall could exist. In this work, a molecular technique
for the specific and sensitive detection of Herpes Simplex Virus (HSV) 1 and 2 genome in human
tissue, based in nucleic acid amplification, is employed to test the presence of HSV-1 and HSV-2 in
aortic tissue from thirty one severe atherosclerotic patients, who underwent coronary by-pass
surgery. All the samples were negative by means of this experimental approach

KEY WORDS: HSV; atherosclerosis; molecular detection.

RESUMEN

Virus de la familia Herpesviriagae han sido implicados como potenciales factores de riesgo en el de-
sarrollo de la ateroesclerosis coronaria. Sin embargo, diversos trabajos han arrojado resultados
controversiales, por lo gue aun no se ha podido arribar a una conclusion definitiva. Un punto impor-
tante en esta controversia radica en que existe muy poca evidencia directa que demuestre la pre-
sencia real del virus en el lugar de la lesion; sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que
este agente actlle a través de mecanismos indirectos sin presencia del mismo en la pared vascular.
En este trabajo se aplico una técnica molecular para la deteccion tipo especifica de Virus Herpes
Simple 1y 2 a partir de tejidos humanos. Con la misma se evaluo la potencial presencia de estos
virus en tejidos adrticos provenientes de treinta y un pacientes con aterosclerosis coronaria severa.
Las muestras analizadas fueron negativas.

PALABRAS CLAVES: HSV; aterosclerosis; deteccidon molecular.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal
causa de muerte en la Argentina, y dentro de este con-
junto de enfermedades, la aterosclerosis coronaria es la
principal causa de infarto de miocardio [1, 2]. La forma-
cion de la placa aterosclerdtica es un proceso complejo
en el cual intervienen diversos tipos celulares y que invo-
lucra la interaccidn tanto de factores genéticos como am-
bientales. Actualmente se considera que la aterogénesis
se produce bdsicamente por una sucesion de eventos in-
flamatorios, los cuales son inducidos inicialmente como
una respuesta a un dafio directo de la pared vascular.

En trabajos conducentes a dilucidar el posible meca-
nismo responsable del inicio de la lesién aterosclerdtica,
se identificaron diversos factores de riesgo; destacando-
se la hipercolesterolemia, el tabaquismo, la hipertensién y
la diabetes. Sin embargo, hasta un 50% de los pacientes
con aterosclerosis carecen de estos factores de riesgo
“clasicos”, lo que indicaria que los mismos no son sufi-
cientes para su desarrollo. Asi, se sugiere que existirian
otros factores sinérgicos involucrados que ain no han
sido reconocidos, dentro de los cuales se encontrarian
los agentes infecciosos [3, 4].

Los virus de la familia Herpesviridae han sido rela-
cionados con la aterosclerosis como un posible iniciador
de la lesion en la pared vascular a partir de estudios pio-
neros realizados por Fabricant et al. en la década del *70
[5, 6]. En estos trabajos, pollos infectados con el virus de
la enfermedad de Marek (MDK), un herpesvirus aviano,
desarrollaban lesiones en la arteria aorta similares histo-
l6gicamente a las lesiones aterosclerdticas en humanos.
Esto sucedia independientemente de si se les suministra-
ba una dieta normal o hipercolesterolémica. Ademas, se
encontraron antigenos virales especificos en las células
musculares lisas de la pared adrtica y la inmunizacién
previa de los pollos con el herpesvirus de pavo era capaz
de prevenir a los mismos de la formacién de la lesion [6, 7].

Otro modelo animal desarrollado para el estudio de la
induccion de aterosclerosis por un herpesvirus, fue el de
una linea de ratones con una delecién completa del gen
ApoE (ApoE -/-) [8]. Estos presentan altos niveles de co-
lesterol incluso con dietas normales, y desarrollan atero-
mas espontdneamente. Para establecer la posible rela-
cion entre la infeccidn herpesviral y la aterosclerosis, al-
gunos ratones fueron infectados con un herpesvirus
murino (MHV-68) capaz de establecer una infeccion la-
tente. Los ratones ApoE -/- infectados desarrollaban le-
siones aterosclerdticas mas rapidamente que aquellos
no infectados y, al final del periodo de estudio, las lesio-
nes de los primeros eran considerablemente mds exten-
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sas. Ademas, pudo detectarse la presencia de ARNm viral
en las arterias aortas de los ratones a los 5 dias posinfec-
cion. Sin embargo, en un trabajo similar publicado poste-
riormente, la infeccidon de ratones de la misma linea con el
HSV tipo 1, a pesar de producir una respuesta inmune
sistémica comparable a la provocada por la infeccién por
MHV-68, no conducia a una aceleracién del proceso ate-
rogénico [9]. Tampoco pudo detectarse ARNm viral en el
tejido adrtico de los ratones infectados, lo que indicaria
que el montaje de una respuesta inmune no es suficiente
para conducir al desarrollo de lesiones vasculares y pro-
bablemente sea necesaria la presencia real del virus en la
pared vascular para poder causar un efecto directo.

Por otro lado, trabajos con lineas celulares humanas
indican que el HSV es capaz de infectar células endotelia-
les [10-14] y células musculares lisas [15-17] provenien-
tes de la pared vascular, confirmando que posee un tro-
pismo por los tipos celulares que forman la pared arte-
rial. En estos estudios, ademads, se observo que la infec-
cién por HSV provocaba una serie de cambios en el feno-
tipo celular que se pueden corresponder con caracteristi-
cas propias de la lesion aterosclerdtica.

Entre estos podemos citar:

-un aumento en la expresion de receptores para el
fragmento Fc de las IgG y para el componente C3 del
complemento en las células endoteliales [10];

-un incremento en la adhesion de granulocitos y mo-
nocitos al endotelio [12, 14];

-un cambio en la actividad del endotelio que deja de
tener una actividad anticoagulante para ser procoagu-
lante, con un incremento en la generacion de trombina y
en la unién de plaquetas [11];y

-un cambio en el metabolismo lipidico de las células
musculares lisas, 1o que provoca un aumento en la con-
centracion de ésteres de colesterol y triglicéridos debido
a una disminucién en la actividad de las hidrolasas de
ésteres de colesterol citoplasmaticas y lisosomales [16,
18, 19].

Estos resultados obtenidos in vitro condujeron a la
realizacién de estudios seroepidemioldgicos para esta-
blecer la posible relacion entre la infeccion por HSV y el
riesgo de contraer una enfermedad coronaria arterial.

Hasta la actualidad se han obtenido resultados con-
tradictorios, principalmente en el andlisis de los titulos de
anticuerpos anti-HSV en poblaciones de pacientes con
una enfermedad coronaria conocida [20, 3, 4]. Mas aun,
debido a que estos estudios son de corte transversal, no
puede establecerse claramente una relacién temporal en-
tre el momento de la infeccién y la aparicién de la enfer-
medad [21, 22]. Para intentar salvar esta cuestién se han
realizado estudios epidemiolégicos prospectivos. En dos
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trabajos de este tipo no se ha encontrado una correlacion
entre altos niveles de anticuerpos séricos para HSV tipos
1 y 2 y un aumento del riesgo de un futuro evento atero-
trombético [23, 24]; mientras que en otro, a pesar de que
se obtiene una correlacién positiva, luego de realizar
ajustes para otros factores de riesgo clasicos, dicha co-
rrelacion no es significativa [25].

Asi, se considera importante poder determinar la
presencia real del HSV en el sitio de la lesion como he-
cho necesario para su posible interaccion con el meta-
bolismo tisular, sea esta por via directa o indirecta.

Para ello se han aplicado diferentes estrategias expe-
rimentales, entre las cuales se destacan:

-la deteccién de la particula viral por microscopia
electrénica [26];

-la deteccién de genoma viral por hibridacion in situ
[15,27]y

-la deteccion de antigenos virales especificos por in-
munodeteccion [28].

Con el advenimiento de técnicas moleculares amplifi-
cativas, se ha hecho posible la deteccion de acidos nu-
cleicos con extrema sensibilidad y especificidad. En el
presente trabajo se puso a punto una técnica molecular
para la deteccidn tipo especifica de genoma de HSV 1y 2
en tejido humano, empleando la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Ademads, se desarrollé un sistema basa-
do en RFLP (polimorfismos en la longitud de fragmentos
de restriccién) para corroborar la identidad del producto
amplificado. Posteriormente, se aplicé esta metodologia a

muestras provenientes de pared adrtica de pacientes con
aterosclerosis que habian sido sometidos a cirugia de
revascularizacion miocardica.

MATERIALES Y METODOS

Controles Virales

Los controles virales utilizados fueron gentilmente
provistos por la Dra. Angélica Distéfano del Departamen-
to de Virologia del INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”
(Buenos Aires, Argentina). Estos consistian en sobrena-
dante de cultivo viral de HSV tipos 1 y 2 desnaturaliza-
dos por calentamiento y parcialmente purificados por
centrifugacién. Las concentraciones gendmicas estima-
das fueron de 350 ng/ul para HSV1 y de 225 ng/ul para
HSV2.

Deteccion tipo especifica de genoma viral

Para la deteccion tipo especifica de genoma viral, se
amplificaron mediante PCR fragmentos correspondientes
a la region Pol, mediante una modificacion' de la técnica
original propuesta por do Nascimento et al [30]. Para ello
se emplearon: -un cebador universal HSV-U (GAG CCA
CTT CCA GAA GCG CAG) comtin para HSV tipos 1y 2
y -dos cebadores, HSV-1L (GTT CGT CCT CGT CCT
CCC C) y HSV-2L (GGC GCC TCC TTG TCG AQG), espe-
cificos para cada tipo viral. Los fragmentos amplificados
esperados fueron de 503 y 435 pares de bases (pb) para
HSV tipo 1 y 2, respectivamente (Figura 1).

Genoma Hsv [RL} {Pol - ~ 152.000 pb
"/"c/' ........... ¥ ;
= HSV-U Bl e
Gen Pol HSV-1 3708 pb
HSV-1L
Producto esperado
503 pb
HSV-U
Gen Pol HSV-2 < 3722 pb
HSV-2L
Producto esperado
435 pb

FIGURA 1: representacion esquematica del genoma de HSV, destacando la posicion relativa del gen Po/, blanco de la reaccion de amplificacion. Se
destacan los cebadores empleados en las reacciones tipo-especificas (HSV-U/HSV-1L y HSV-U/HSV-2L) y sus correspondientes productos.

1- Esta incluy6 cambios en concentraciones salinas, en cebadores, temperaturas de ciclado y un cambio nucleotidico en el cebador HSV-2L.
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La mezcla de reaccién para HSV-1 contenia 100 ng
totales de genoma de muestra, 0,3 uM de cada uno de los
cebadores (HSV-U y HSV-1L), 2 mM de Cl Mg, 50 uM
de cada uno de los deoxinucledtidos, 50 mM de CIK, 10
mM de Tris-CIH y 0,1% de Tritén® X-100, en un volu-
men final de 25 pl. Luego de un inicio hot start de 45 se-
gundos a 94°C, se dispensaron 0,02 U/ul de Tag pol y se
sometio la reaccion a 40 ciclos de 45 seg. a 94°C, 45 seg. a
67°Cy 45 seg. a 72°C.

Para HSV-2, se emple6 una mezcla de reaccién de
composicidon semejante, excepto que contenia cebador
HSV-2L, 100 ng totales de genoma de muestra y 3,5 mM
de CI,Mg. En este caso, los 40 ciclos tenfan el perfil 45
seg. a 94°C, 45 seg. a 69°C y 45 seg. a 72°C. La deteccion
de los productos de amplificacion se realizé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,2% tefiido con bro-
muro de etidio y observacion bajo luz UV.

Confirmacion de la identidad del producto amplificado
mediante RFLP

Para la confirmacién de la identidad de los fragmen-
tos amplificados, se llevaron a cabo digestiones de los
mismos empleando la enzima de restriccién Rsa I, la cual
genera un patrén de corte distintivo para los fragmentos
HSV-1y 2 (Figura 2).

La misma se realiz6 de acuerdo a las condiciones re-
comendadas por el proveedor, empledndose en cada reac-
cién 1ug de ADN amplificado y 10 U de Rsa I (Promega
R6371), en solucién tampdén pH 7,9 (10 mM Tris-CIH, 10

mM Cleg, 50 mM CINa, 1 mM DTT). La mezcla de reac-
cién se incubd durante 2 horas a 37°C. Los productos as{
obtenidos fueron detectados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio, y
observados por transilumiacion con luz UV.

Poblacion analizada

La poblacién analizada comprendi6 a 31 pacientes,
edad promedio de 63,7 afios (rango 39 a 78 afios), de los
cuales 9 fueron de sexo femenino y 22 masculino. El rele-
vamiento de factores de riesgo cldsicos presento la si-
guiente distribucion: -61% de dislipemia, -48% de taba-
quismo, y -26% de diabetes no insulino dependiente.
Ademas un 45% declar6 un infarto de miocardio previo.
Solo uno de ellos informé una infeccién previa por HSV.
Se requiri6 del consentimiento individual de los partici-
pantes, previa informacién de las caracteristicas del pro-
yecto?.

Obtencion de muestras

Las muestras analizadas fueron porciones de pared
vascular arterial tomadas aleatoriamente a partir de la
aorta ascendente de individuos con enfermedad ateros-
clerdtica coronaria. Las mismas se tomaron durante ciru-
gia de revascularizaciéon miocardica en el Instituto de
Cardiologia y Cirugia Cardiovascular Misiones, de Posa-
das, y en el Instituto del Corazén Cordis de Resistencia,
Chaco, entre los meses de febrero y diciembre de 2001. El
tejido se mantuvo en solucién tampén PBS estéril a —

Producto amplificado de HSV-1

Rsa I (60)

503 pb
59 pb | 153 pb 291 pb
Rsa | (60) Rsa | (213)
Producto amplificado de HSV-2
435 pb

59 pb | 376 pb

FIGURA 2: patron de corte de los productos amplificados por PCR, mediante digestion enzimética con Rsa. La posicién del sitio de reconocimiento se in-
dica entre paréntesis, considerandose como punto de referencia la primer base del fragmento amplificado.

2- “Todas las investigaciones con sujetos humanos deben realizarse de conformidad con tres principios éticos fundamentales. respeto por las
personas, beneficencia y justicia”(Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas, CIOMS).
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20°C hasta el momento de su procesamiento. Por la meto-
dologia quirdrgica empleada, se desconoce si las mues-
tras fueron tomadas precisamente a partir de la lesion ate-
rosclerdtica.

Extraccion y purificacion de ADN gendmico total

El tejido fue seccionado con bisturi y degradado enzi-
mdticamente mediante el método proteinasa K/SDS. Se
emplearon 200 ng de proteinasa K por muestra, en un
volumen final de 500 pl de buffer de digestién (100 mM
CINa, 10 mM Tris pH 8,3, 0,45% Tween 20 y 0,25% SDS).
Se incubd durante 5 horas a 58°C, luego de lo cual se
procedié a la inactivacién térmica de la enzima.

A cada una de las muestras digeridas se le agregaron
2 ul de una solucién de ARNasa (2 mg/ml en buffer TE) y
se incubd por 30 minutos a 37°C para la eliminacién del
ARN presente. Subsiguientemente, la enzima fue inacti-
vada por tratamiento térmico a 95°C durante 10 minutos.

Debido al alto contenido lipidico de las muestras, se
realiz6 una doble purificacién con fenol-cloroformo-alco-
hol isoamilico 25:24:1, pH 8. Para ello se agregaron 100 pl
de la solucién de purificacion a cada una de las muestras,
se homogeneizo y luego se separaron las fases por cen-
trifugacién a maxima velocidad durante un minuto. Se
tomaron 400 pl de la fase acuosa.

La precipitacion proteica se llevé a cabo mediante la
utilizacién de una solucién salina concentrada provista
por el kit Wizard® de Promega. Se agregaron 100 ul de
misma y se agité por 20 segundos, después de lo cual se
dejaron en freezer por 3 minutos. Finalmente, se centrifu-
garon por 3 minutos a 13000 g.

Para la precipitacion final del ADN total, se agregaron
20 ul de acetato de amonio 4 M y luego etanol absoluto
frio hasta completar los 2 ml. Después de permitir la des-
hidratacién del ADN en freezer por 30 minutos, las mues-
tras se centrifugaron a 13000 g por 5 minutos. El botén
de ADN obtenido fue rehidratado en 50 ul de buffer TE.

Las muestras se conservaron a —20°C hasta el mo-
mento de su andlisis.

Cuantificacion de ADN gendmico total

La concentracién de ADN obtenido y la pureza del
mismo se determiné mediante barrido espectrofotométri-
co UV, de acuerdo a Berger [29].

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion tipo especifica de genoma de HSV en
controles virales

Para establecer las condiciones éptimas de la técnica
de PCR a utilizar, se emplearon controles genémicos pu-

ros de HSV tipos 1 y 2. Se evaluaron, principalmente, la
concentracién de Cl Mg y la temperatura de hibridacién
en el perfil de ciclado.

Luego de titular las concentraciones de Mg* y ade-
cuar la hibridacion a cada par de cebadores, se establecie-
ron los valores de 2 'y 3,5 mM, y 67 y 69°C para los tipos
1y 2, respectivamente.

Bajo estas condiciones de reaccién, se corroboré la
especificidad de los cebadores empleados, no observan-
dose reaccidn cruzada en las amplificaciones y estable-
ciéndose una total discriminacion tipo especifica, alin en
reacciones multiplex (Figura 3).

FIGURA 3: Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacion
de controles virales, mediante la técnica empleada.

Calles 1 y 6: Marcador de peso molecular. A) Calles 2 y 3: Con
cebadores HSV-U y HSV-1L, 35y 3,5 ng de genoma HSV-1, respectivamente.
Calles 4 y 5: Con cebadores HSV-U y HSV 2L 25y 2,5 ng de genoma HSV-2,
respectivamente. B) Reacciones multiplex. Con cebadores HSV-U, HSV-1L y
HSV-2/ Calle 7: 3,5 ng de genoma HSV-1. Calle 8: 2,5 ng de genoma HSV-
2. Calle 9: 3,5 ng de genoma HSV-1y 2,5 ng de genoma HSV-2. Calle 10:
Control negativo (agua).

Determinacion del limite de detecciéon de genoma
viral por esta metodologia

Para establecer el limite de deteccién de genoma viral
por la metodologia de amplificacién molecular empleada,
se realizaron cuatro series de diluciones sucesivas al 1/
100 del stock viral inicial para cada tipo. El limite de de-
teccion determinado por titulacion fue de 7.10” ng para
HSV tipo 1, y de 4,5.10° ng para el tipo 2. Debido a que
el tamafio aproximado del genoma viral de HSV es de 150
kpb, se puede estimar que la técnica utilizada es capaz de
detectar, de manera inequivoca, el equivalente a 4.10?
particulas virales de HSV tipo 1y 2,7.10? particulas virales
de HSV tipo 2.
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Deteccion de genoma de HSV control en un contexto
de genoma inespecifico

El limite de deteccién establecido para genoma viral
puro fue corroborado en situaciones en donde el mismo
se encontraba en un contexto complejo, mezclado con
genoma inespecifico. Para ello, se realizaron nuevas reac-
ciones de amplificacién, en donde se utiliz6 como molde
genoma de HSV tipo 1 o 2, a las concentraciones limite
de deteccidn, adiciondndole 100 ng de genoma de esper-
ma de salmén sonicado. Esta mezcla compleja pretende-
ria simular un ambiente de muestra bioldgica infectada.

Bajo estas condiciones no se observaron diferencias
distinguibles en los resultados, detectindose bandas
especificas bien definidas a las concentraciones limites
de deteccidn para cada tipo viral y estableciendo que la
técnica utilizada tendria la suficiente especificidad y sensi-
bilidad para el andlisis de muestras bioldgicas (Figura 4).

500 pb —

FIGURA 4: Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacion
de controles virales mas genoma inespecffico, mediante la técnica emplea-
da.

Calle 1: 7 x 10° ng de genoma HSV-1. Calle 2: 7 x 10° ng de genoma HSV-
1 més 100 ng de genoma de esperma de salmén. Calle 3: 4,5 x 10° ng de
genoma HSV-2. Calle 4: 4,5 x 10° ng de genoma HSV-2 mas 100 ng de
genoma de esperma de salmoén. Calle 5: Marcador de peso molecular. Ca-
lle 6: Control negativo (agua).

Posteriormente, este mismo experimento se repitié
con 100 ng de ADN genémico humano proveniente de
muestras de punch adrtico, obteniéndose resultados simi-
lares, validando la técnica empleada.

Autenticacion del producto amplificado mediante
RFLP

Con el objetivo de confirmar la identidad de los pro-
ductos amplificados mediante PCR, se procedi6 al andli-
sis de los amplicones generados a partir de cada uno de
los controles virales, cuyas secuencias referencia fueron
consultadas en la base de datos GenBank. Este analisis
nos permitié determinar que el amplicén correspondiente
a HSV-1 posee dos sitios de reconocimiento para la enzi-
ma de restriccion Rsa I, mientras que el fragmento ampli-
ficado a partir de HSV-2 posee un tnico sitio de corte
(Figura 2). Asi, la digestion de los mismos por esta enzi-
ma permitiria corroborar su identidad generando un pa-
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tron de corte distintivo, detectable mediante electrofore-
sis en gel de agarosa al 2%. El patrén de bandas obteni-
do luego de la digestion (Figura 5b), se corresponde com-
pletamente al esperado (Figuras 2 y 5a).

HSVA —— HSVa2
29 [ c— — e pb
153 s [N
B — sy 9

FIGURA 5: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de amplifi-
cacion de virales, digeridos con la enzima de Rsaa) Esquema representativo
de la fotografia mostrada en b), de acuerdo al patron de bandas esperado a
partir de las secuencias consultadas en la base de datos GenBank. b) Calle
1: Control negativo (agua) para HSV-1. Calle 2: Producto de amplificacion
de 0,35 ng de genoma de HSV-1 sin digerir. Calle 3: Producto de amplifica-
cion de 0,35 ng de genoma de HSV-1 digerido con Rsa Calle 4: Marcador
de peso molecular (escalera de 100 pb). Calle 5: Producto de amplifica-
cion de 2,5 de genoma de HSV-2 digerido con Rsa Calle 6: Producto de
amplificacion de 2,5 ng de genoma de HSV-2 sin digerir. Calle 7: Control
negativo (agua) para HSV-2.

Extraccion y purificacion de ADN genémico total a
partir de muestras de tejido aértico

Se compararon dos protocolos diferentes para la ex-
traccion y purificacion del genoma a partir de tejido adr-
tico. En una primera instancia se utiliz6 el kit Wizard de
Promega de la manera descripta por el proveedor. Sin
embargo, debido a la alta concentracion de lipidos carac-
teristica de este tipo de muestra, el rendimiento de extrac-
cion (153,96 ng/ul, 6=65,27) y la pureza del genoma (indi-
ce A260/A280 = 1,18, 6=0,14) fue pobre. Asi, se incluyd
una doble purificacién fenélica al mismo, de acuerdo a lo
descripto en Materiales y Métodos. Con esta modifica-
cién se obtuvieron en promedio 410,26 ng/ul de ADN
(0=255,27) con un indice A260/A280 de 1,38 (6=0,11).

Deteccion de genoma de HSV tipos 1y 2 en muestras
de tejido aértico

Con esta técnica se analizé la potencial presencia de
genoma de HSV tipos 1 y 2 en la poblacion de pacientes
aterosclerdticos bajo andlisis. El control positivo de
cada grupo de reacciones de amplificacién consistié en
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100 ng de ADN genémico humano normal mas genoma
puro de HSV tipo 1 o 2 control, a la concentracién limite
de deteccion. Como controles negativos, se emplearon s
agua, y s 100 ng de ADN gendémico humano normal, sin
el agregado de genoma de HSV.

En ninguna de las 31 muestras analizadas se detect6
la presencia de genoma de HSV (Figuras 6y 7).

FIGURA 6: Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacion
de muestras para la deteccion de genoma de HSV-1, mediante la técnica
empleada. Calle 1: Control positivo (7 x 10° ng de genoma HSV-1). Calle 2:
Control positivo (7 x 10° ng de genoma HSV-1 mas 100 ng de ADN
genomico humano). Calle 3: Marcador de peso molecular. Calles 4 a 8:
100 ng de ADN genomico de muestras. Calle 9: Control negativo (agua).

1855 26343 5 “0aR S SO T8

FIGURA 7: Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacion
de muestras para la deteccion de genoma de HSV-2, mediante la técnica
aplicada Calle 1: Marcador de peso molecular. Calle 2: Control negativo
(agua). Calle 3: Control positivo (4,5 x 10° ng de genoma HSV-2 méas 100 ng
de ADN genoémico humano). Calles 4 a 8: 100 ng de ADN genoémico de
muestras.

En la interpretacion de estos resultados se debe con-
siderar que la naturaleza particular de las muestras bajo
analisis (punch adrtico aleatorio) no permite establecer
con certeza que estas contengan regiones que incluyan
placas aterosclerdticas, las cuales pueden presentarse en
otras dreas de la pared vascular.

Por otro lado, es factible que el agente infeccioso
pueda mediar el desarrollo de la placa aterosclerdtica por
mecanismos indirectos. Esta tltima hipdtesis esta apoya-
da en experimentos con ratas infectadas con otro miem-
bro de la familia Herpesviridae, el Citomegalovirus, el
que producia una aceleracion en el desarrollo de la ate-
rosclerosis en dichos animales, sin que sea necesaria la
presencia del mismo en el sitio de la lesién [31].

Si bien la controversia sobre el rol de infeccién viral
adrtica por HSV y génesis de placa aterosclerdtica es un
tema de debate actual, nuestra aproximacion experimental
no detecto presencia de genoma viral en tejido adrtico de
pacientes con aterosclerosis que habian sido sometidos
a cirugia de revascularizacién miocardica. °
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LISTADO DE PROYECTOS DE INVESTIGACION
VIGENTES (DICIEMBRE 2004)

PROYECTOS DE INVESTIGACION
INCORPORADOS AL PROGRAMA NACIONAL
DE INCENTIVOS A LA INVESTIGACION

¢ Factores de riesgo aterogénico en empleados de la
Administracion Publica. Director: Castillo Rascon. Codi-
rector: Bonneau, Graciela.

¢ Biodiversidad de ambientes acudticos subtropi-
cales. Directora: Hirt, Lourdes. Codirectora: Meichtry,
Norma.

¢ Estudios de Aceites Esenciales de especies vege-
tales de la Pcia. de Misiones II. Director: Kolb K., Nicolds.

¢ Consumo de Sal y Potasio en poblacién Pediatrica
de la Ciudad de Posadas. Directora: Maskin de J., Alicia.

¢ Aplicacién de fosfonatos en Pulpas Kraft blan-
queadas ECF. Directora: Area, M. C. Codirector: Felissia, F.

° Proteinas del Gluten: evaluacion de procesos de
extraccion en productos panificados. Directora: Milde, L.
Codirector: Valdéz, J.

¢ Tratamiento de Lixiviados de residuos sélidos ur-
banos c¢/Macrofitas Acudticas. Directora: Pettri Flores,
M. D. Codirector: Russo, Héctor R.

¢ Andlisis de la legislacion nacional e internacional de
Yerba Mate comercializados y de los circuitos comercia-
les e internacionales. Director: Linares, Andrés. Codirec-
tora: Brignardell, Adriana.

¢ Aislamiento y caracterizacién de cepas de levada-
duras con actividad macerante de tejidos vegetales. Di-
rector: Hours, Roque A. Codirector: Martinez Vasquez
Francisco.

® Determinacion a escala laboratorio de la relacion
carbono-nitrogeno-fésforo que maximixa la produccion
de biomasa en el tratamiento con barros activados de
efluentes de pastas celuldsicas semiqca. al sulfito neu-
tro. Director: Piris Da Motta, Marcial. Codirectora: Reta,
M. Rosa.

¢ Estudio de la obtencién de extractos acuosos con-
centrados de Yerba Mate. Director: Linares, Andrés. Co-
directora: Hase, Sandra L.

® Relevamiento de la Entomofauna de la Provincia de
Misiones. Directora: Tricio, Aida. Codirectora: Fernan-
dez Diaz, C.

¢ Estructura y composicién de las comunidades ve-
getales en el sur de la Prov. de Mnes., Arg. Parte II
carcteristicas de las comunidades vegetales y poblacion
de Astronium balansae engl. (anacardiaceae) en los
dptos. Capital y Candelaria. Directora: Rodriguez, Ma-
nuela. Codirectora: Cardozo, Alicia.

¢ Citogenética evolutiva y aplicada de peces del Nor-
deste Argentino (II). Director: Fenocchio, Alberto. Codi-
rectora: Pastori, Maria C.

¢ Cuidado integral en prevencién de infec. hospitalar.
Directora: Grenon, Sandra. Codirectora: Jacquier, Nora.

¢ Estudio de infec. bacterianas perinatolégicas en
Posadas, Mnes. Directora: Vergara, Marta. Codirectora:
Quiroga, Marina I.

¢ Evaluacion Bioquimica del estado nutricional de
Caiman Sp. en cautiverio (crocodylia: alligatoridae). Di-
rector: Mussart, Norma B. Codirectora: Coppo, José A.

¢ Citogenética de recursos vegetales ornamentales
nativos de Misiones y dreas vecinas. Director: Davifia,
Julio.

¢ Caracterizacion microestructural, resistencia al des-
gaste y a la corrosion de materiales compuestos de matriz
aluminio solidificados direccionalmente. Director: Schve-
zov, Carlos. Codirectora: Ares, Alicia.

® Modelos de atencion de enfermeria: enfermeria en
salud escolar. Directora: Baez, Alina E.

® Micrografia y anatomia vegetal en ciencia forense,
control de calidad y conservacion. Director: Amat, Anibal G.

¢ Enterococcus spp. de diversos origenes: capacidad
de generacién de bacteriocinas y animas biogénicas. Di-
rector: Duce, Jorge A.

¢ Circulacién de arbovirus reemergentes trasmitidos
por mosquitos vectores de los generos culex y aedes, en
Posadas y Pto. Iguazi, Pcia. de Mnes. Director: Tondn,
Sergio A.

¢ Desarrollo de una propuesta para: Topes microbio-
16gicos y determinacién del contenido de palos en fun-
cion de las cenizas en Y. Mate elaborada. Director: Duce,
Jorge.

¢ Estudio de la actividad lignilolitica de especies de
hongos de pudricion blanca de la Pcia. de Mnes. Para la
aplicacion en proceso de pulpado. Directora: Villalba,
Laura. Codirectora: Gavazzo, Graciela B.
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¢ Contribucién al diagnéstico de las infecciones ftin-
gicas: realidad y perspectiva. Medvedeff, Martha.

° El envase en la estabilidad de la Y. Mate. Mecanis-
mo combinado de ganancia de humedad del producto.
Director: Albani, Oscar. Codirectora: Ramallo, Laura.

¢ Determinacion del shelf life de Yerba Mate elabora-
da. Directora: Ramallo, Laura. Codirector: Albani, Oscar.

¢ Optimizacién de una formulacién antifingica de
solucién saturada de sacarosa, eugenol y polietilenglic
400. Directora: Lloret, Maria A. Codirectora: Medvedeft,
Martha.

¢ Materias primas para la produccién de pulpas mol-
deadas. Directora: Gavazzo, Graciela B.

¢ Estudio de las mutaciones DF508 y G542X de CFTR
en pacientes pediatricos sintomadticos con valores de test
del sudor patoldgico y borderline. Directora: Guastavino,
Marcela (IT). Codirectora: Zacharzewki, Carolina.

¢ Método secuencial para deteccién temprana de fi-
brosis quistica en la ciudad de Posadas. Directora: Tibol-
la, Maria. Codirectora: Marquez, Nora.

¢ Subjetividad, violencia y ética educativa III. Direc-
tor: Nelli, Luis. Codirectora: Leira, C.

¢ Epidemiol. molecul. de la infeccién de cuello uterino
por virus papiloma humano (hpv) en la pcia. de Mnes.
Director: Ton6n, Sergio A.

¢ Accion bioldgica y est. Fitoquimicos de extractos
veget. de plantas de uso medicinal regionales. Director:
Bargardi, Severino. Codirector: Kramer, Fernando.

¢ Estudio de la utilizacion de los subproductos de la
elaboracién de la yerba mate. Director: Schmalko, Miguel E.

¢ Ictioplancton del Rio Alto Parana: un anélisis de
sus patrones de uso del habitat y sus recursos. Director:
Rossi, Liliana. Codirectora: Roa, Blas H.

¢ Modelado y optimizacion del secado de las ramas
de Y. Mate. Director: Schmalko, Miguel E.

¢ Aplicacién del sistema de analisis de peligros y
ptos. Criticos de ctrol. (Haccp) en el sect. parrilla del
comp. turistic. Cataratas del Iguazu. Director: Marucci,
Raul S.

¢ Combustor de pellets de aserrin en escala Planta Pi-
loto. Director: Delfederico, Luis E.

¢ Utilizacién de hongos de pudricién blanca nativos
de la provincia de Misiones para su aplicacién en proce-
sos de bioremediacion. Directora: Villalba, Laura. L.

¢ Caracteristicas de pulpas kraft de eucalyptus gran-
dis tratadas con fosfonatos en las etapas de blanqueo
TCF. Directora: Area, Maria C. Codirector: Felissia,
Fernando E.

¢ Diagnéstico del agente causal de coqueluche por
metodos bacteriologicos y de biologia molecular en la
provincia de Misiones. Directora: Grenon, Sandra L.
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¢ Desarrollo y validacion de dos métodos para la de-
teccion de esperma humano. Directora: Villamil Lépori,
Edda C. Codirector: Gonzalez, Carlos O.

¢ Estudios citol6gicos de Anuros neotropicales. Di-
rector: Marti, Dardo A. Codirector: Baldo, Juan D.

PROYECTOS DE INVESTIGACION NO
INCENTIVADOS

* Estudio poblacional de la Fauna Ictica de la Pcia. de
Misiones. Directora: Hirt, Lourdes.

¢ Epidemiologia de Strongiloidiosis y Criptosporidio-
sis en poblacion infantil y pacientes HIV/SIDA de Mi-
siones. Director: Deschutter, Jorge.

°® El método de penalizacién cuadratica: mejoramiento
de sus propiedades de convergencia. Director: Petryla,
Estanislao. Codirector: Iglesias, Omar.

¢ Citogenética vegetal. Director: Davifia Julio. Codi-
rectora: Honfi, Ana.

® Relevamiento Floristico de la Pcia. de Mnes., Her-
bario de la Univ. Nac. de Mnes. Directora: Honfi Ana.
Codirector: Davifia, Julio.

¢ Estudio de las comun. Planctdnicas y Bentdnicas. I
estructura de las comun. Plancténicas y benténicas en el
embalse Yacyretd. Directora: Meichtry, Norma R. Codirec-
tora: Peso, Juana G.

¢ Caracterizacién morfolégica con fines papeleros de
la madera de Eucalyp. grandis implantada en la Mesopo-
tamia Arg. Director: Nufiez, Carlos.

° Biologia pesquera regional. Director: Roa, Héctor.

¢ Seleccién de material de construc. de un digestor
perteneciente a una plta. de Pulpado Kraft. Directora:
Ruiz, Elsa R.; Gassa, L.

¢ Los conocimientos matemadticos en el umbral de la
univ. Una asignatura en discusién. Directora: Zoppi,
Ana Marfa. Codirectora: Caronia de Joulia.

® Hongos y micotox. en Y. Mate elabor., en sus dis-
tintas formas de comerc. Directora: Jerke, Gladis.

¢ Correlacion entre paramet. de solidif estruct. y
propied. mec. de aleaciones Zn —Al(Za). Directora: Ares,
Alicia E. Codirector: Gueijman, Sergio F.

® Relacién entre la expres del recept. 2 de somatosta-
tina (sst2), la fosfotirosina fosfatasa SHP-1 (PTPN6) y el
grado de diferenciacion tumoral en el c. de prostata. Di-
rector: Zapata, Pedro D.

¢ Estudio de Aeromonas Spp. involucradas en infec-
ciones extraintestinalesquiroga. Directora: Quiroga, Ma-
rina L.

¢ Papeles y cartones en contacto con alimentos. Di-
rectora: Gavazzo, Graciela B. )
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GUIA PARA AUTORES

| - ALCANCE DE LA REVISTA

1) La Revista de Ciencia y Tecnologia (ReCyT) publi-
ca articulos originales que representan una contribucién
para el desarrollo cientifico-tecnolégico. Incluye trabajos
de investigacion bésica y aplicada, desarrollo tecnoldgi-
co, revisiones bibliograficas de alto impacto, notas técni-
cas y, eventualmente, estudios de casos que por su rele-
vancia ameriten publicarse'.

2) Las areas de incumbencia de la revista son las cien-
cias exactas, quimicas y naturales con su correspondien-
te tecnologia. La decisién tltima, sobre la incumbencia
de un articulo presentado, quedara a cargo del Consejo
de Direccién (CD).

3) Los autores interesados en publicar articulos en la
ReCyT, deberan enviar sus trabajos de acuerdo con las
normas que se estipulan mas abajo.

4) Los articulos sometidos para publicacién no debe-
ran tener "Derechos de Autor" otorgados a terceros, a
la fecha de envio del articulo. Caso contrario, el autor
deberd gestionar, ante quien corresponda, la autorizacién
por escrito para su nueva publicacién en la ReCyT.

5) Los conceptos y opiniones vertidos en los articu-
los publicados y del uso que otros puedan hacer de
ellos, son de exclusiva responsabilidad de los autores, la
cual se asume con la sola presentacién del articulo envia-
do por los autores para su publicacion. La ReCyT se pu-
blicara en idioma espafiol, salvo las partes especificas
que se mencionan en las normas.

Il. PRESENTACION Y REVISION DE
ARTICULOS

6) Los manuscritos deberdn ajustarse a las normas
gramaticales que establece el Diccionario de la Real Aca-
demia Espafiola en su dltima edicién. Se debe evitar el
uso de términos en otros idiomas, si existe uno equiva-
lente en castellano.

7) El manuscrito se presentard en 1 (una) copia impre-
sa 'y en formato electrénico como archivo tipo Word (dis-
quete o anexo por correo electrénico) en las oficinas del

CIDeT?. Al momento de la recepcion, se entregard un re-
cibo donde constara: Titulo del trabajo, autor/es, nimero
de paginas, fecha y hora de la recepcion.

8) Los trabajos presentados para publicar serdn so-
metidos a una primera evaluacion interna de incumben-
cia, calidad general y categoria a cargo del CD, y poste-
riormente a una evaluacién externa de pertinencia y cali-
dad cientifica por miembros del Consejo de Edicion, (CE).
El CE estd integrado por reconocidos especialistas en los
temas de incumbencia de la ReCyT.

9) El proceso general de evaluacion consiste en una
exhaustiva revisién critica de los contenidos y la estruc-
tura del articulo, la recomendacion de su publicacién o
no, y eventuales correcciones.

10) El CD se reserva el derecho de rechazar el trabajo
por no ajustarse a las dreas involucradas, no cumplir las
normas establecidas o no poseer la calidad cientifica re-
querida. También se reserva el derecho de realizar modifi-
caciones menores de edicién para una mejor presenta-
cion final del trabajo.

11) EI CD notificard al autor la aceptacion o rechazo
del articulo. De ser necesario, le solicitard que realice las
modificaciones recomendadas para proceder a los trami-
tes pertinentes previos a su publicacién.

12) Los autores deberan realizar las correcciones y
modificaciones requeridas por el CD y el CE en el plazo
de 30 dias. Los autores podran solicitar aclaraciones a las
correcciones al CIDeT. El CD decidira sobre el particular,
y realizard la revisién del trabajo modificado.

13) Aceptado el trabajo para publicacién en forma
definitiva se comunicard la resolucién a los autores de
forma escrita. A partir de este momento no se aceptaran
modificaciones, salvo solicitud explicita y fundamentada
al CD.

14) El CIDeT har4 firmar a todos los autores el formu-
lario por sextuplicado de la cesién parcial de los dere-
chos. Una copia firmada por el decano de la FCEQyN,
serd remitida a los autores.

15) Los trabajos originales quedaran en poder del CI-
DeT, se publiquen o no.

1- Un articulo se considera trabajo cuando representa el resultado y las conclusiones de una investigacion completa. Este tendra categoria de nota
técnica cuando trate de cuestiones como calibraciones, propuestas metodoldgicas, opiniones sobre normas, resolucion de problemas operativos, etc.
2- Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnolégico. Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales, Universidad Nacional de Misiones. Félix de

Azara 1552 (3300) Posadas, Misiones, Argentina.
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Il - NORMAS DE ELABORACION DE
MANUSCRITOS

16) Los articulos completos deben tener como maximo
6.000 palabras, 12 figuras y entre 10 y 15 paginas. Las no-
tas técnicas no deberdn superar las 10 paginas. En todos
los casos debera utilizarse letra tipo Arial tamafio 11
puntos, y formato de hojas tipo A4, numeradas en el mar-
gen inferior derecho, a doble espacio, sin justificacién ni
separacion en silabas, y con los cuatro margenes de 2,5
cm.

17) Las tablas y figuras deberdn insertarse en el texto
del articulo y deberdn ubicarse lo mas cerca posible del
sitio en el que son mencionadas. De acuerdo con su ta-
maifio, podrdn presentarse por separado, correctamente
identificadas. Los formatos de graficos aceptados son
TIFF y EPS, y deberan tener 300 dpi de resolucién. E1 CD
podrd pedir a los autores, una vez aceptado el trabajo,
que entregue las imdgenes y los graficos del articulo,
con el formato, tamano, dimensiones, resolucidn, etc.,
necesarios.

18) Los articulos cientifico-técnicos se organizardn
siguiendo el esquema general en orden sucesivo: titulo,
titulo resumido del trabajo (médximo de 8 palabras), nom-
bres del (los) autores, nombres y direcciones de la insti-
tucion a la que pertenecen, titulo en inglés, abstract, key
words, resumen, palabras clave, introduccién, materiales
y métodos, resultados y discusién (juntos o separados),
conclusiones, lista de abreviaturas (si corresponde),
agradecimientos, referencias y apéndices o anexos (si
corresponde).

19) Titulo: debera ser breve (no mayor de 15 pala-
bras), conciso y reflejar aspectos especificos del trabajo.

20) Autores: se colocaran los autores separados por
punto y coma, situando primero el o los apellidos segui-
dos de una coma, y a continuacién el primer nombre e
inicial del segundo con un punto.

21) Direccién: debajo de los autores se indicard la
institucién a la que pertenecen o dénde fue llevado a
cabo el trabajo. Si los autores pertenecen a distintas ins-
tituciones, luego de cada nombre se colocara un nimero
entre paréntesis, indicando con esta referencia a las ins-
tituciones y sus respectivas direcciones. Se sugiere in-
cluir los nombres de las secciones y dependencias im-
prescindibles. Sefialar, entre paréntesis, las direcciones
electrénicas personales.

22) Titulo en inglés: consistird en una traduccién re-
presentativa del titulo en castellano.

23) Abstract: debe reflejar el contenido en el Resu-
men, redactado en idioma inglés.

24) Key words: palabras clave en idioma inglés.

25) Resumen: deberd ser una condensacién de todas
las partes del trabajo en 150 palabras como maximo, sin-
tetizando los objetivos, los métodos, los resultados y las
conclusiones.

26) Palabras clave: el articulo debera contener entre 3
y 10 palabras clave, que servirdn para catalogarlo en las
bases de datos’.

27) Introduccién: Debe presentar claramente el tema,
haciendo solamente referencia a los antecedentes biblio-
graficos de interés. Los objetivos y las hipétesis deberan
estar adecuadamente explicados.

28) Materiales y Métodos: el trabajo debera describir
en forma completa los materiales y metodologias utiliza-
dos. Las normas reconocidas deberdn ser citadas pero
no explicadas. Las técnicas publicadas deberdn presen-
tar en forma resumida sus caracteristicas principales y
las referencias correspondientes. Deberan detallarse to-
das las modificaciones efectuadas a cualquier técnica®.

29) Resultados y Discusion: estas dos secciones po-
drén incluirse juntas o separadas. Los resultados se ex-
pondran con estilo conciso y facilmente entendible. La
discusién de los resultados incluird la comparacién con
resultados previos (propios o de otros autores, con las
referencias correspondientes). Se debera evitar la duplica-
cién de informacién en tablas y graficos.

30) Conclusiones: deben presentarse en parrafos cor-
tos y concretos. No deben hacer referencia a trabajos fu-
turos ni a hipétesis no incluidas en el trabajo.

31) Agradecimientos: podran incluirse a los organis-
mos que financiaron el trabajo, asi como a los colabora-
dores y al personal técnico o especializado, especifican-
do las tareas realizadas por cada uno. En las filiaciones de
los autores se admitird solamente las siglas de los orga-
nismos o el nombre completo de la entidad y entre parén-
tesis la sigla, por ejemplo, Fundacdo de Amparo a Pes-
quisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP).

32) Referencias: las citas bibliograficas deberdn con-
signarse con niimeros correlativos colocados entre cor-
chetes o paréntesis, de tamafio igual al del texto. El texto
puede incluir nombres de autores, pero conjuntamente
figurar el nimero de referencia bibliografica correspon-

3- Siladisciplina que trata el articulo posee tesauros publicados, se sugiere utilizarlos para la definicion de las palabras clave.
4- El criterio general es que con los datos de este item se pueda replicar correctamente el trabajo experimental.
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diente. En el item correspondiente se consignaran segun
el orden en que aparezcan en el texto. No se incluiran re-
ferencias que no figuran en el texto. Respecto al formato-
de las referencias, se colocardn segun el estilo de las dis-
ciplinas correspondientes. En todos los casos deberan
figurar: apellido e iniciales de los nombres de los autores
en ese orden; nombre de la publicacién periddica com-
pleto o con las abreviaturas oficiales; volumen; nimero,
paginas inicial y final, afio de publicacién®. En el caso de
libros: nombre, capitulo, editorial, paginas y afo de edi-
cion.

Ejemplos orientativos:

1. Atanassov, Z; Zheringe, P. y Wharton, D. Evalua-
tion of Wheat Response to Fusarium Head Blight Bases
on Seed Set. Appl. Environm, Chem. 48: P. 993-998.1994.

2. Cole, R.J. y Cox R.H. Handbook of Toxic Fungal
Matabolites. Assoc. Press, New York. P. 356-379.1981.

3. Cotty, P.J. Agriculture, Aflatoxins and Aspergillus
in The genus Aspergillus. K.A. Powll, Editor. Plenum
Press, New York. P. 1-27.1994.

4. National Agricultural Statistics Service (1997)
Crops county data [Online]. Available at http://
usda.mannlib.cornell.edu/data-sets/crops/9X 100 (veri-
fied 30, Nov. 1998).

33) Apéndices o Anexos: se reservan para detallar
técnicas originales utilizadas o andlisis teéricos que impe-
dirfan seguir fluidamente el trabajo si se incluyeran en el

texto. Las tablas de los apéndices pueden llevar nimeros
correlativos con los del texto o comenzar otra numera-
cién.

34) Figuras: las figuras (graficos, cuadros, fotos,
otros) deberdn numerarse correlativamente en orden de
aparicion en el texto y deberdn incluir un breve titulo ex-
plicativo en la parte inferior de la figura. Las fotos se de-
signardn como figuras.

35) Tablas: las tablas deberan numerarse correlativa-
mente segin su orden de aparicién en el texto y en forma
independiente de las figuras. Deberdn incluir un titulo
explicativo en su parte superior. De ser necesario, se
agregaran al pie notas explicativas para detallar abrevia-
turas, signos, medidas, otros, de tal manera que el lector
pueda comprender su contenido sin recurrir al texto.

36) Formulas: las formulas y expresiones matemadticas
deberan ser escritas dejando dos espacios sobre, debajo
y entre cada una de ellas. Las férmulas se ajustardn al
margen izquierdo y serdn numeradas correlativamente y
entre paréntesis sobre el margen derecho. Debe quedar
definido el significado y las unidades utilizadas en cada
término de las expresiones.

37) Unidades: debe utilizarse el sistema internacional
de unidades (SI).

37) Presentar ademas:

- un titulo resumido del trabajo, de maximo 9 palabras.

- La posicién actual y un resumen del Curriculum Vi-
tae de los autores, con un maximo de 150 palabras. °

5- Ademas de las que poseen signatura, se podran colocar referencias inéditas o en prensa (indicando la revista en que se publicaran), comunica-

ciones personales y paginas web.
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