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Sobre la Portada

La portada muestra el acoplamiento molecular entre los aminoacidos del sitio activo de la DNA girasa y la tiourea (R, R)-N,N’-
bis(1-ciclohexiletil)tiourea (CYTU1) y (R,R)-N,N"-bis(1-feniletil)tiourea (CYTU2). Resultados pertenecientes al manuscrito de
Martinez-Flores F y col. publicado en éste nUmero.
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Crisis financiera y educacion universitaria

En afios recientes dirigentes europeos han dirigido su
mirada hacia América Latina, por considerar que ésta es una de las
regiones menos afectada por la crisis de la economia mundial
ocurrida en los ultimos afios. Podemos comprobar tal apreciacién en
el siguiente comentario sobre las Economias Latinoamericanas: “a lo
largo de 2012, los paises Latinoamericanos se han convertido en un
oasis para los inversionistas, las reglas claras y politicas econdmicas
fortalecidas han provocado un crecimiento sin precedentes en la
region”. De igual manera, en foros internacionales como la Cumbre
de los paises de la Comunidad de Estados Latinoamericanos y
Caribefios (CELAC) y la CELAC-Unién Europea (CELAC-UE), que se
llevé a cabo en Santiago de Chile durante los dias 26 y 27 de enero
de 2013, se hizo patente ese particular interés de la Comunidad
Europea por los paises Latinoamericanos.

En el supuesto de un crecimiento uniforme de las
economias latinoamericanas para los diecinueve paises de la regién,
y la economia venezolana en particular, tal hecho obliga a pensar
sobre los efectos positivos derivados de tal comportamiento sobre
la educaciéon y en particular sobre la educacién universitaria.
Veamos alguna informaciéon tanto de la economia latinoamericana
como de la venezolana. Segiin CEPAL-2012 “la economia de América
Latina y el Caribe registrara un crecimiento de hasta 3,2 % al cierre
del 2012, con una expansion proyectada del 4 % para el siguiente
afio, en reaccion a los ajustes en los prondsticos de crecimiento para
Brasil y los ajustes para Argentina”. En otro documento la CEPAL
sefiala: “La debilidad de la economia mundial, causada
principalmente por la dificultades que enfrentan Europa, Estados
Unidos de Norte América y China, ha incidido en el crecimiento de
América Latina y el Caribe, region que tendra en 2012 una expansion
menor que en afios anteriores”. De acuerdo con el Banco Central de
Venezuela, “la economia venezolana crecid 5,2% durante el tercer
trimestre de 2012, impulsada por la inversion social que mantiene el
Gobierno Nacional, y el desarrollo de la actividad privada interna en
casi todos los sectores productivos”. El informe reciente del Banco
Mundial (15/04/2013) prevé un estancamiento econdmico en
Venezuela. Segln ese organismo “Venezuela y Jamaica tendréan el
mas bajo crecimiento de la regién”. Ademas “prevé que Venezuela
crecerd 0,1% este afio, lo que se ubicara muy por debajo de la media
regional de crecimiento de 3,5% que se espera para América Latina
para 2013. Meses atrds el prondstico era de 3,5%. La
“desaceleracion aguda” se debe al “declive del ritmo del gasto
fiscal”, asi como a expectativas de una bajada del consumo por la
reciente devaluacién monetaria y un “endurecimiento” de los
controles de cambio”. A su vez, el Fondo Monetario Internacional
(FMI) prevé que la economia venezolana se estancara este afio,
creciendo apenas una décima, con un repunte al 2,3% en el 2014.

Las consideraciones anteriores son necesarias para
aproximarnos a realidades que en el corto plazo enfrentard la
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Universidad Venezolana. Informacién del Ministerio Popular Para la
Educacidn Universitaria (MPPEU) sobre el Presupuesto Global para
el Sector Universitario que se hara efectivo en el Afio Fiscal 2013, el
mismo serd de 18.646.215.000 bolivares, 26% mas que en el aiio
2012 que fue de Bs. 14.754.515.245. De los 18.6 millardos, 76%
corresponden a las Instituciones de Educacién Universitaria (64% a
las Universidades y 12% a los Institutos y Colegios Universitarios),
mientras que los entes adscritos tendrdn 22% y el 2% restante al
ente central. El MPPEU cerré el ejercicio fiscal 2012 con Bs.
28.179.752.341 de los cuales 13.4 millardos se obtuvieron mediante
créditos adicionales (Bs.13.425.237.046). Estas cifras
necesariamente deben relacionarse con el numero de instituciones
de educacién universitaria de nuestro pais. De acuerdo con la Ley
de Presupuesto 2010, Memoria y Cuenta 2010 del MPPEU, las
Instituciones de Educacién Universitaria de Venezuela eran CIENTO
CINCUENTA Y NUEVE (159), de las cuales SESENTA (60)
corresponden al Sector Publico y NOVENTA Y NUEVE (99) al Sector
Privado. De las 60 Instituciones del Sector Publico, 4 corresponden a
Colegios Universitarios; 32 a Institutos Universitarios; 19 a
Universidades Experimentales y 5 Universidades Auténomas. Es
necesario tomar en cuenta que a varios Institutos Universitarios
(Tecnolégicos), recientemente se les elevd a la categoria de
Universidades.

Segun el MPPEU la matricula estudiantil para el afio 2010
fue de UN MILLON NOVECIENTOS CINCUENTA Y UN MIL
SEICIENTOS OCHENTA Y SEIS (1.951.686). Las Instituciones Oficiales
contaban con 1.365.484 estudiantes (69,9%) y las Privadas con
586.202 estudiantes (30%). El total del Presupuesto para el Sector
Universitario debera repartirse entre las 60 Instituciones del Sector
Publico, entre ellas las 5 Universidades Auténomas. Uno de los
criterios que priva para la distribucion de alicuotas entre dichas
instituciones, es la matricula estudiantil, la cual crece
desmesuradamente en las del sector oficial. El Gobierno Nacional
sacrificd la calidad de la educacidn universitaria para favorecer su
masificacion.

Es necesario recordar que el Proyecto Ley de
Presupuesto para el Ejercicio Fiscal 2013, de acuerdo con el
Ministro de Planificaciéon y Finanzas, fue calculado en Bs. 396 mil
406 millones, lo que representa un incremento de 33,09% con
relacién al del afio 2012, cuando se ubicé en Bs. 297.836 millones. Se
estimé el precio del barril de petréleo de la cesta venezolana en 55
ddlares, y se mantuvo el tipo de cambio en 4,30 bolivares por ddlar.
Segun esa fuente, la inflacién en el Ejercicio Fiscal 2011 cerré con
27,6%; en septiembre 2012 se ubicaba en 18%, cerrando en 22%; en
el primer trimestre del 2013 la inflacién alcanzé 7,9%. Se estima que
al final del 2013 se ubicard en alrededor del 30%. Témese en cuenta
ademas la reciente devaluacidn, con un cambio oficial que pasé de
Bs. 4,30 por ddlar a Bs. 6,30 por ddlar.
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Evaluacion de la educacidn universitaria

Sobre la calidad de la educacidn universitaria en nuestro
pais y en América Latina, es necesario tomar como referencia
indicadores confiables. Con frecuencia se recurre a los “ranking”
internacionales para ubicar en ellos a nuestras universidades. Pues
bien, a través de organismos que evaltan la Educacion Universitaria,
como la consultora en educacién Quacquerelli Symonds (QS)-QS
World University Rankings (1), es posible conocer parte de la
realidad. Uno de los ultimos informes (QS-2012) en educacién
universitaria revela que ninguna de las universidades
latinoamericanas esta ubicada entre las cien primeras del mundo. De
300 universidades en el mundo, sélo seis son de América Latina. La
mejor evaluada fue la Universidad de Sdo Paulo, Brasil (USP) en la
posicion 139; le siguen la Universidad Auténoma de México (UNAM)
en el puesto 146; y la Pontificia Universidad de Chile en el puesto
195. También figuran en ese grupo la Universidad Estadual de
Campinas en Brasil, la Universidad Nacional de Chile y la Universidad
Nacional de Buenos Aires. Entre las 250 universidades mas
reconocidas de América Latina estan la Universidad de Sdo Paulo,
Brasil, calificada como la mejor de la regidn; le siguen la Pontificia
Universidad Catdlica de Chile y la Universidad Estadual de Campinas,
Brasil. En este grupo estdn las universidades venezolanas, en el
siguiente orden de importancia: Universidad Central de Venezuela
(UCV), Simén Bolivar (SB), Los Andes (ULA), Catdlica Andrés Bello
(UCAB) y Metropolitana (UniMet). Las categorias que establece la
QS esta basada en 3 diferentes elementos de registro: 1) Prestigio —
Importancia académica; 2) Analisis de la calidad del personal; 3)
indicador de citas (referencias-impacto) por docentes. Otros
criterios: Influencia o efectos de la investigacion. Capacidad para
generar empleo. Ensefianza: medio ambiente para el aprendizaje.
Proporcion Profesores-Estudiantes: nacionales e internacionales.
Innovacidn - Investigacién: aportes de la industria. Transferencia de
conocimientos.

En el mundo universitario venezolano tenemos
indicadores que se pueden tomar en cuenta para medirnos en el
escenario de las universidades nacionales. Uno de ellos es el nimero
de Trabajos Cientificos presentados en las Convenciones Anuales de
la Asociacion Venezolana para el Avance de la Ciencia (AsoVAC). En
la LXIl Convencién Anual realizada en la Universidad Metropolitana
(UniMet) en Caracas entre el 18 y 23 de noviembre de 2012,
participaron 598 investigadores y fueron presentados 730 Trabajos
Cientificos, en diferentes dareas del conocimiento. Revisando la
historia de estas Convenciones Anuales de AsoVAC encontramos que
en la cita en Caracas del afio 2000 se presentaron 1717 trabajos
cientificos. En los cinco afios previos la cifra de trabajos oscilé entre
2010 (afio 1995) y 1374 (afio 1999). En el 2001 en la Convencion
realizada en San Cristébal-Tachira se presentaron 2038 trabajos. Se
observa que el numero de trabajos se va reduciendo
progresivamente hasta los 730 trabajos cientificos presentados en la
LXIl Convencién Anual realizada en Caracas en 2012. En los registros
de esta actividad realizada por AsoVAC y los capitulos
correspondientes, se puede comprobar en cada ocasion el numero
de investigadores participantes y de trabajos presentados por cada
una de las universidades nacionales. Las Universidades Auténomas
usualmente ocupan los primeros lugares, junto con la Universidad
Simén Bolivar (USB) y el Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC). En la ultima década se observa una mayor
participacién de las Universidades Nacionales Experimentales.

Son muchas las limitaciones de nuestros investigadores
para participar en estos eventos: poco apoyo para los viaticos y
gastos en general, a lo cual se suma los cada vez mas disminuidos
recursos para la investigacion. Los Consejo de Desarrollo Cientifico y
Humanistico (CDCH) de cada Universidad son soporte fundamental
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para esta actividad, pero sus aportes resultan insuficientes. En el
analisis de lo ocurrido en los ultimos catorce afios en lo que
concierne a ciencia y desarrollo tecnolégico, el efecto de las politicas
del Estado ha sido negativo. El sector se ha visto seriamente
afectado por escasas o nulas facilidades laborales: el poco estimulo y
reconocimiento para los investigadores; las pobres remuneraciones;
las limitaciones para la reposicion de cargos de la planta profesoral,
necesaria para formar personal y para sustituir plazas vacantes, por
jubilacion; o peor aun, lo observado en afios recientes: el éxodo de
nuestros mejores talentos.

Otra variable a tomar en cuenta en relacién con la ciencia
y la investigacion en Venezuela es el Programa de Promocién al
Investigador (PPI), puesto en marcha en 1990 por el Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas (CONICIT),
como respuesta al reto planteado para un desarrollo sustentado en
el conocimiento. Este programa permitié construir una base de
datos para registro de los investigadores, segun la cual en el afio
2008 estaban acreditados 6.038 investigadores, poniendo en
evidencia que Venezuela tenia un déficit de aproximadamente 78%
de investigadores, de acuerdo con estandares internacionales. En el
2009 el Gobierno califico6 de elitista y excluyente al PPI,
elimindndolo, porque supuestamente no reflejaba la realidad de la
investigacion en el pais. En 2011 el Ministerio del Poder Popular de
Ciencia y Tecnologia sustituyé el PPl por el Programa de Estimulo a
la Investigacion (PEl), posteriormente PEIll, incorporandole la
actividad  innovacion. El registro en dicho programa se ha
prolongado. No hay informacién sobre de dicho programa.

Una iniciativa a todas luces favorable para el sector
cientifico-tecnoldgico fue la Ley Organica de Ciencia Tecnologia e
Innovacién (LOCTI-2005), que establecia el aporte de un porcentaje
de las ganancias de las empresas publicas y privadas, para proyectos
de investigacion, desarrollo y formacién, en una relaciéon acordada
de manera directa entre la empresa privada, el sector publico y las
universidades. Una decision desafortunada reformé dicha Ley en el
afio 2010, colocando los recursos obtenidos mediante ese
mecanismo bajo el control discrecional del Ministerio del Poder
Popular para Ciencia y Tecnologia, lo que para muchos dolientes del
sector ciencia y tecnologia, fue equivalente al secuestro de los
recursos obtenidos mediante la relacidn sector publico y privado con
las universidades.

Todos estos factores limitan la participacién de Venezuela
en el concierto de los paises que sustentan sus economias en el
conocimiento. Los socidlogos de la educacién reiteradamente
sefialan el ritmo arrollador de la sociedad del conocimiento,
recordandonos que las diferencias en el dominio del conocimiento
marcan los nuevos linderos entre los pueblos y sus culturas. El
conocimiento forma individuos y a la sociedad, aptos para la
competitividad en el saber. En eso estriba el desarrollo de un pais.
En el Libro Reflexiones y Propuestas para la Educacion
Universitaria, Editado por Las Academias Nacionales de Venezuela,
La Academia de Ciencias Fisicas, Matematicas y Naturales, Capitulo
Coordinado por el Profesor Claudio Bifano (2), un distinguido grupo
de investigadores presentan un analisis critico sobre la educacion
universitaria y sobre la universidad venezolana, acompafiado de
propuestas tanto para el Estado, como para la Institucidn
Universitaria. Esta es una referencia de consulta obligada sobre este
tema.

Volvamos al tema de la economia y la percepcion de
lideres europeos de una evolucién favorable de la economia de los
paises de América Latina, y su impacto positivo sobre areas como la
educacién universitaria. Es lo esperado, deseable y necesario, pero
no ha ocurrido asi, tal como lo muestra la consultora Quacquerelli
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Symonds (QS) World University Rankings, mencionada
anteriormente. Es asi como el posicionamiento de las universidades
venezolanas, tomando en cuenta niveles de desarrollo que les
permitan ubicarse, si no cerca de las mejores del mundo, por lo
menos compartir lugares con aquellas de la regién cuyo nivel de
competitividad aumenta significativamente, lamentablemente
muestra una realidad distante de la apreciacion de los lideres
europeos.

Tal vez lo ocurrido en nuestro pais en materia econédmico-
financiera, permita pensar a extrafios a nuestra realidad, en el
florecer de nuestros sistema educativo, de nuestras universidades y
de la ciencia y la tecnologia venezolanas, como entes privilegiados
en estos tres ultimos lustros. Los ingresos obtenidos por nuestro pais
por concepto de la renta petrolera durante la actual administracién,
asi lo hace pensar, ya que los mismos se ubican en la inmensa cifra
de UN MILLON DE MILLONES DE DOLARES (UN BILLON DE
DOLARES). Sin embargo, otras fueron las prioridades, como los miles
de millones de dodlares destinados a la compra de armas (3). Es
cierto que un monto importante de aquella cantidad fue destinada
por el Gobierno Nacional para programas sociales. Llegara el
momento de evaluar el impacto real de esa inversidon sobre el
bienestar de los venezolanos, y en particular sobre cuantos de ellos
fueron rescatados de la situacién de pobreza. Pero es que no ocurrié
lo mismo con el sector universitario. Nuestras universidades,
particularmente las auténomas, sufren en los ultimos afios un
terrible acoso financiero, negandoles recursos para sus funciones
esenciales, ademas de colocar a su personal en la casi total
indefensidn en relacidn con programas de proteccion social integral.
Simese a esas calamidades, la agresion de que son objeto sus
instalaciones, no solo la planta fisica, sino sus Laboratorios y
espacios para la actividad creadora, agresiones que se llevan a cabo
con la mayor impunidad. Todos estos factores, lejos de ayudar a su
crecimiento, frenan sensiblemente su desarrollo y capacidad para
robustecerse académicamente.

En lo que concierne a las nuevas politicas
gubernamentales sobre la economia y sobre la educacion
universitaria, se deben pensar estrategias para minimizar los efectos
indeseables de las mismas.

Conclusiones y Recomendaciones

El andlisis de la educacién universitaria debe ser realizado
en el contexto global de la educacidn de nuestro pais. Para lo cual se
deben tomar en cuenta variables que guardan relacion entre si; una
de ellas es la econdmico-financiera, sin desestimar otros
componentes de la estructura de funcionamiento de nuestras
universidades. En diferentes foros sobre la Universidad Venezolana,
se ha reconocido que el “modelo actual de universidad es
financieramente inviable”, planteando que es necesario hacer
mayores esfuerzos internos para ganar mds autonomia en la
disponibilidad y administracion de recursos. Lo cual obliga a
explorar otras alternativas, locales y a nivel internacional, para
financiamiento de estudios de postgrado y para la investigacion. Por
ejemplo, tomar en cuenta lo expresado en la Declaraciéon Conjunta
del 27 de enero de 2013 (Declaraciéon de Santiago de Chile) de la
Cumbre Comunidad de Estados Latinoamericanos y Caribefios —
Comunidad Europea (CELAC-UE). De los 47 puntos acordados, en el
29 se expresa: “Felicitamos los avances en la adopcion de una hoja
de ruta para la implementacion de la Iniciativa Conjunta de
Investigacion e Innovacidn para contribuir a un nuevo dinamismo en
la construccién del Area de Conocimiento de la UE-CELAC”....

“reconocemos la importante contribucion de los programas de
educacién superior para la cooperaciéon académica”.....“Creemos
firmemente en la importancia de las inversiones en el campo de la
educacién superior, investigacion e innovacién para promover el
crecimiento, desarrollo y empleo sustentable”. En el mismo numeral
se expresa lo relacionado con facilidades para “la movilidad del
personal académico y de investigadores entre nuestras regiones”.
Estas declaraciones debieran ser objeto de estudio para hacer
efectivos tales propdsitos.

En el estudio del problema y posibles soluciones, es
indispensable que la Universidad Venezolana se mire
detenidamente en lo interno, con la mayor honestidad en el analisis
critico, para poder aplicar oportunamente los correctivos necesarios.
En tal sentido es fundamental lo relacionado con el funcionamiento
institucional, pensando y disefiando estrategias que la conviertan en
una entidad mas agil, mas dindmica en la aplicaciéon de su propia
normativa. La Ley de Universidades vigente permite aplicar parte de
esos correctivos, con base en lo que establecen sus reglamentos y
los que la misma Ley permite incorporar. Se deben revisar conceptos
y practicas como el de la autonomia usualmente manejado y
aplicado al arbitrio de cada quien. Es necesario reconocer que los
postulados, ideales y valores de la Reforma de Cérdoba de 1918,
usualmente son mediatizados por intereses que los pervierten, con
acciones que debilitan su esencia, convirtiéndolos de esa manera en
pesado lastre para que la Universidad Venezolana tenga presencia
digna en el mundo del conocimiento, y para garantizar su mayor
eficiencia en la participaciéon en los proyectos necesarios para
construir pais. Por lo tanto, debemos mirar mas alld de aquellos
ideales que intentaron dar respuestas a demandas en momentos
gue vivia el mundo y la universidad latinoamericana, en el albor de
las luchas sociales que entonces se vislumbraban. Los problemas de
gestidn universitaria, en el mas amplio sentido del término, deben
ser sometidos a un andlisis critico poniendo de lado intereses
grupales. Por ejemplo, la eleccidon de autoridades universitarias no
debe ser contaminada por la politizacién de los procesos. Se deben
privilegiar méritos académicos sobre aquellos que desnaturalizan al
propio proceso de eleccién y a quienes de ellas resultan electos. En
fin, es un trabajo que nos debe convocar a todos los universitarios,
para la mejor gobernanza de la Instituciéon. No es otra cosa que el
esfuerzo 'y la voluntad necesaria para diferenciarnos
cualitativamente.
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Resumen

El preS1/2 es parte de las proteinas de envoltura del virus de la hepatitis B (VHB), con funciones importantes en la
inmunopatogenia de la enfermedad. Para su estudio es necesario contar con la proteina pura y asi dilucidar su participacion
en el dafio generado en el tejido hepdatico. Para ello se procedid a la expresion del preS1/2 previamente clonado en el
vector peT3d, en la cepa de E coli HMS174 (DE3), seguido por su purificacion mediante columnas de afinidad hacia residuos
de histidina (6xhistidina) y finalmente sometidas a liberacion de contaminantes mediante el uso de columnas de afinidad
hacia endotoxina y filtracion por centrifugacion, de esta manera utilizarla para evaluar su efecto sobre hepatocitos
humanos. El procedimiento utilizado permitié obtener 1,5 mg de proteina pura funcionalmente estable por cada litro de
medio de cultivo. En este trabajo se describe un método sencillo de expresion y purificacién del preS1/2 recombinante y se
evidencia la obtencidon de un producto intacto, con potencial uso en estudios funcionales y futuros ensayos terapéuticos

Palabras clave
Proteina recombinante, preS1/2, clonaje, expresion, Virus de la hepatitis B.

Abstract

The preS1/2 belongs to the envelope proteins of the hepatitis B virus (HBV), and has an important role in the pathogenesis
of the disease. A pure protein is important for their study, and thus elucidates their involvement in the liver tissue damage
observed during the diseases. For this purpose preS1/2 previously cloned into the pET3d was expressed in E. coli strain
HMS174 (DE3), subsequent was purified by affinity columns histidine residues (6xhistidine) and finally treated to release
contaminants by using affinity columns endotoxin and filtration by centrifugation, thereby used it to assess their effect on
human hepatocytes. The procedure yielded 1,5 mg pure protein per liter of culture medium, functionally stable. In this
paper we describe a simple method of expression and purification of preS1/2, which is an intact product with potential use
in functional studies and future therapeutic trials

Keywords
Recombinant protein, preS1/2, cloning, expression, Hepatitis B virus

Introduccién relevancia en la patogenia de multiples enfermedades,
conocimientos que han contribuido enormemente con
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, de
hecho mas de 200 proteinas recombinantes, han sido
aprobadas para ser utilizadas con fines terapéuticos

La produccidn de proteinas recombinantes ha
revolucionado todas las areas de la ciencia, debido a
gue ha permitido el estudio de proteinas puras desde
el punto de vista estructural, funcional y de su
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(1). Existen diversas maneras de clonar y expresar las
proteinas recombinantes, y a pesar de que en las
Ultimas tres décadas se han desarrollado varios
sistemas no bacterianos (levaduras, sistemas libre de
células, baculovirus, etc.), el uso de E. coli como
sistema de expresion, sigue siendo el preferido (2),
debido a que es una de las formas mas rapida,
econdmica y facil de aplicar, ademas de ser el sistema
de expresion utilizado en el 50% de la produccién de
proteinas recombinantes. Sin embargo, tiene la
desventaja que debido a la rapida expresion de las
proteinas o a fallas en las modificaciones
postraduccionales presentes en las células eucariotas,
tales como la glicosilacién, formilacidn, acetilacidn,
entre otras; algunas pueden plegarse
inadecuadamente o no plegarse. Esta desventaja se ha
ido solventando a través del uso de nuevas estrategias
destinadas a preservar la estructura tridimensional de
la proteina en estudio (3).

Muchas de las proteinas recombinantes
utilizadas provienen de agentes infecciosos, y su uso
ha mejorado ostensiblemente, los sistemas
diagnosticos y el desarrollo de vacunas (4). El virus de
la hepatitis B (VHB), es uno de estos agentes
infecciosos cuyo genoma ha sido caracterizado vy
secuenciado (5). El VHB es uno de los virus ADN mas
pequefio de la naturaleza, su genoma esta
compactado en una doble hebra de ADN parcialmente
relajada  circular, de aproximadamente 3200
nucledtidos, con cuatro marcos de lectura solapados
que codifican para: presS/S, preC-C, p y X. El preS/S
codifica para las tres proteinas estructurales de la
envoltura: proteina larga (constituida por antigeno S o
HBsAg (226 aa), preS2 (55 aa) y preS1 (108-119 aa),
mediana (antigeno S y preS2) y pequefia (sélo el
antigeno S) (6). Hallazgos recientes han asociado la
presencia de variantes del preS1/2, con la cantidad de
HBsAg circulantes, con su retencién en el reticulo de
los hepatocitos (7), con la patogenia de la enfermedad
y con el desarrollo del carcinoma hepatocelular (8).
Adicionalmente, se ha evidenciado que los niveles de
HBsAg séricos estdn en estrecha correlacion con la
cantidad de preS1/2 soluble, y se han detectado
concentraciones de hasta 100mg/ml del antigeno de
superficie en circulacién (9).

La proteina de envoltura del HBV, constituida
por los tres componentes (S, preS1 y preS2), es
sintetizada en el reticulo endoplasmatico, el HBsAg
tiene dos dominios transmembrana y es el encargado
del anclaje, mientras que tanto el preS1 y preS2, son
los encargados de permitir el plegamiento adecuado
de la proteina de envoltura (10, 11), de mediar la
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activacion transcripcional (12) dependiente PKC/MAPK
e incrementar la tasa de proliferacién de los
hepatocitos (13), asi como también incrementa la
susceptibilidad del hepatocito a sufrir muerte celular
(14). Debido a su importancia en la inmunopatogenia
de la infeccion, en este trabajo describimos
detalladamente un procedimiento para la expresion y
purificacion del preS1/2 del virus de la hepatitis B, que
puede contribuir como guia y punto de partida para su
utilizacion en estudios funcionales y estructurales, y
como componente patogénico importante durante la
evolucion de la enfermedad hepatica.

Materiales y métodos

Materiales

Las Escherichia coli Topl0 y HMS174 (DE3)
fueron adquiridas de Stratagene La Jolla, CA. El Medio
LB fue adquirido de Sigma, USA. El Isopropyl-b-d-
thiogalactopyranoside (IPTG), la ampicilina, el
cloramfenicol, el medio de cultivo D-MEM, el suero
bovino fetal y el DAPI fueron adquiridos de Gibco,
Invitrogen, Carlsbad, CA. El anti-preS1 y anti-preS2 del
virus de la hepatitis B fue adquirido de Santa Cruz
Biotechnology Inc., California, USA. Anti-IgG de ratdn
conjugado con Rhodamina fue adquirido de Jackson
Laboratories, West Grove, PA. La columna IMAC fue
adquirida de Profinity-BioRad, Hercules, CA. Lla
columna polymixina B fue adquirida de Detoxi-Gel
Pierce, Rockford, IL. Centrifugal filter units Amicon
Ultracel fue adquirido de Millipore Corporation.

Clonaje y transformacion de E. coli con el
vector pET3d-preS1/2:

Para el clonaje del gen preS1/2 se utiliz6 la
secuencia ADZ98695.1 del GenBank para el disefio de
las siguientes sondas: forward, 5'-GGA TCG AGA TCT
CGA TCC CGC-3’; reverse, 5'-GGG GAG ATC TCT ACT
AATGGT GAT GGT GAT GGT GGT TCA GCG CAG GGT
CCC C-3’, que incluyd un sitio de restriccidon para la
endonucleasa Bglll, requerida para su insercién en el
vector pET3d (15). La plantilla utilizada del ADN del
HBV fue adquirida ACURUM vy la PCR se realizd
siguiendo las instrucciones del fabricante (Platinum®
Tag DNA Polymerase, Invitrogen). El producto
amplificado fue purificado, tratado con |Ia
endonucleasa al igual que el plasmido y ambos
sometidos a ligamiento en presencia de la ligasa T4
(invitrogen); esta mezcla fue utilizada para transformar
la cepa E. coli Topl0 competente. Una vez
transformada la cepa de E. coli Topl0, fue crecida en
medio de agar selectivo con ampicilina (50ug/ml) y
después de 18 horas diez colonias fueron expandidas
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en medio LB liquido, con el fin de purificar el plasmido,
determinar los clones con el inserto y posteriormente
enviar a secuenciar al Departamento de Biologia
Molecular de Virginia Commonwealth University. El
plasmido con la secuencia correcta se utilizd para
transformar la cepa HMS174 (DE3) de E. coli
competente mediante choque térmico (16). HMS174
(DE3). El cultivo fue incubado con 3 pl del pladsmido
pET3d-preS1/2, durante 30 minutos en hielo, luego
sometido choque térmico a 42°C durante 1 minuto,
colocadas en hielo inmediatamente y finalmente se le
afiadiéo 1 ml de medio LB frio, a fin de ser transferidas a
37°C e incubadas durante 1 hora (16). Pasado este
tiempo, un inoculo de 200 pl fue agregado a 10 ml de
medio LB liquido con ampicilina (50ug/ml) y se dejé
crecer durante toda la noche a 370C con agitacion
(140 rpm) (Lab Companion SI300R). De este cultivo de
bacterias, se realizaron alicuotas con glicerol al 10%,
para congelarlas a -800C hasta su uso y otra porcidon
fue utilizada para obtener mas plasmido puro.

Una muestra de las células congeladas fue
utilizada para inocular 50 ml de medio LB/ampicilina, e
incubadas durante toda la noche a 370C en agitacion.
Este medio fue luego empleado para inocular 2 litro de
LB/ampicilina 5% (p/v) de Glucosa/1ImM de MgCl2, e
incubado hasta que el cultivo alcanzara una densidad
Optica de 0.600 a 0.800 (A600nm), momento en el que
se le afiadié 100ug/ml de IPTG a fin de inducir la
sintesis proteica durante las tres horas siguientes.
Finalizado este tiempo las células fueron centrifugadas
a 5000 rpm (4000xg) y el sedimento congelado a -20°C.

Expresion y purificacion de preS1/2

La secuencia del preS1/2 fue analizada
utilizando el programa ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/pepinfo/) a fin
de predecir sus caracteristicas fisicoquimicas, asi como
también su coeficiente de extincion molar, este ultimo
permiti6 hacer el calculo aproximado de |la
concentracion proteica. Los sedimentos fueron
resuspendidos en el tampdn de lisis (volumen total
20ml), compuesto por: 6 ml de STE 2X (50 mM Tris HCI
pH 8, 25mM NaCl, 2mM EDTA), 8 ml de triton X100 al
5% (v/v), 100 pl de DTT 100mM, 200ul de PMSF
200mM, 200 pl de lisozyma 10mg/ml, 20 pl de
aprotinin/leupeptin a 1ug/mly 20 ul de ortovanadato
a 1uM), incubados durante 20 minutos en frio y
sonicados en frio con 5 ciclos de 30 segundos, seguidos
cada uno de 60 segundos de reposo (Fisher Sonic
Modelo 150). Finalmente se afiadid urea a una
concentracion final de 4M y se pasé por el
homogenizador (5 pases). El lisado de bacterias se
centrifugd a 15000 rpm (14000xg) durante 30 minutos
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a 40C, y el sobrenadante o lisado post-nuclear fue
aplicado en la columna IMAC previamente cargada con
NiSO4 (200 mM). Una vez que todo el lisado paso a
través de la columna, fue lavada con el tampdn A (25
mM Tris pH 8, 300 mM de NaCl y 10mM de Imidazol),
hasta que la densidad dptica (A280nm) del tampdn
colectado a través fue inferior a 0,05. Luego la
columna fue tratada con el tampdn B o de elusidon (25
mM Tris, 300 mM de NaCl, 10mM de Imidazol, 100mM
de EDTA, el tampdn fue ajustado a pH 5), y el fluido a
través de la columna fue colectado en fracciones de 3
ml cada una y la absorbancia monitorizada por el
espectrofotémetro (UV 280 nm). Las fracciones se
dejaron de colectar al momento que la absorbancia
fue inferior a 0,05. Se tomd una muestra de cada una
de las fracciones a fin de evaluar su pureza mediante
electroforesis.

Evaluacion mediante SDS-PAGE y Western-
blot

Las muestras tomadas de cada una de los
pasos del proceso de expresion y purificacion, fueron
diluidas % con el tampdn de muestra, hervidas durante
3 minutos y luego sometidas a electroforesis en un gel
discontinuo de poliacrilamida al 12% (p/v) (17). La
corrida fue inicialmente sometida a 70 voltios hasta
atravesar el gen concentrador y luego el voltaje se
incrementé a 110 voltios para el corrido en el gen
separador. Finalizada la corrida, el gel fue tefiido con
azul de coomassie.

Una vez visualizada la corrida se procedid a
seleccionar las fracciones que se someterian a didlisis
durante 48 horas en frio con tres cambios con agua
deionizada ultrapura y 2 cambios con tampdn Tris
25mM, a fin de eliminar el contenido de urea, EDTA e
imidazol. La muestra fue liofilizada durante toda la
noche, resuspendida en 2 ml de agua estéril y
sometida a columna de afinidad para endotoxina
(columna de agarosa acoplada a polymixina B, Pierce
Biotechnology, Rockford, IL). Finalmente, concentrada
mediante el uso de columnas Amicon® (Millipore
Corporation), esterilizada por filtracion (0.22um),
cuantificada y alicuotada. Una muestra de esta
preparaciéon final fue sometida a electroforesis,
electrotransferencia y revelado mediante
Quimioluminiscencia (ECL, Pierce), utilizando anti-
preS1 y anti-preS2 (Santa Cruz Biotechnology, CA),
para la caracterizacién definitiva de la proteina
purificada.

Evaluacién funcional del preS1/2

En vista de que el preS1/2 es la proteina
encargada de favorecer el tropismo y entrada del virus
a la célula blanco y promover el proceso de muerte
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cultivadas en laminillas cubreobjetos estériles, fueron

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas del preS1/2

fijadas durante 10 minutos con metanol a -200C, luego

de tres lavados con PBS, las células fueron tratadas con

Caracteristica Secuencia

Peso molecular 18 kDa

Ndmero de residuos 174 mggwsskprkgmgtnlsvpnp
Carga . . 55 Igffpghqgldpafgansnnpdw
Punt.().lsoelectrlco o 10.6012 dfnpnkdgqwpgahqvgvesfg
Coeficiente de extincion 29730 pgftpphgnligwspgaggiltty
molar (A280) paapppastnrqsgraptpispp
Coﬁf'c'(thseO‘;i ext/ln(.ilon 1628 Irdshpgamqwnsstfhqalld

molar mg/mi = rvrglyfpaggsssgtvnpvptt
Improbabilidad de 0.893 PIVTETYIDagEsssetvipvp

! aspissifsrtgdpapn
ubicarse en los cuerpos

de inclusién

Tritdon-X100 a 0,1% (v/v) en PBS, lavadas y tefiidas con
anti-preS1/2 (1:20), lavadas 5 veces con PBS gelatina y
tefiidas con anti-IgG de ratén acoplada a rodamina
(1:100), luego de tres lavados con PBS gelatina fueron
incubadas con DAPI 0,5 ug/ml (1:1000), finalmente las
laminillas fueron lavadas tres veces con PBS gelatina,
dos con PBS, una vez con agua destilada y se montaron
en laminas portaobjeto y se sellaron, a fin de
visualizarse a través del microscopio de fluorescencia
(LEICA DMR, Microsystems Wetzlar GmbH).

celular, se traté una linea celular de hepatocitos
humanos (HepG2) con 65 ug/ml de preS1/2 durante
96 horas (dosis establecida mediante la realizacion de
una curva dosis/tiempo), a fin de determinar el efecto
de la proteina sobre la condensacion de la cromatina a
través de la tincibn con DAPlI y su unién e
internalizacion en la célula hepatica. Paralelamente,
para los ensayos de apoptosis los hepatocitos fueron
tratados con el producto de la purificacion de bacterias
tratados con el vector vacio o con 200ng/ml de anti-

Resultados y discusion

Anailisis y purificacién del preS1/2

El preS1/2 del virus de la hepatitis B ha sido
implicado en la inmunopatogenia de la infeccidn y en
los mecanismos de entrada (10) y destruccion de la
célula blanco (14, 19), de ahi la importancia de poder
tenerla como una proteina pura a fin de profundizar en
cada una de estas funciones. El preS1/2 corresponde a

Fas (CH11) durante 48 horas (18). Llas células una proteina de alrededor de 174 aminoacidos (20) y
F4 F5 F6
a
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v — A 20
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25 —
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E
=
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Figura 1. Evaluacion bioquimica del preS1/2 recombinante. La figura 1a muestra la corrida electroforética del lisado total

post-induccién (Pl1), fluido a través de la columna (FT),

y las 6 fracciones colectadas posterior a la elusidn (identificadas

desde F1 a F6). En la parte inferior a las fracciones se indica las absorbancias obtenida para cada una de ellas. Figura 1b.
Muestra analisis densitométrico de la presencia del preS1/2 en cada una de las muestras. La figura 1c, evidencia la corrida

electroforética del preS1/2 posterior a la destoxificacion,

liofilizacidn, filtracion y esterilizacion.
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con un peso molecular aproximado de 18 kDa (la tabla
1 resume sus caracteristicas fisicoquimicas), y segun su
coeficiente de extincién molar la densidad optica de
1.628 es el equivalente a 1mg/ml. En la figura 1 se
evidencia la expresion del preS1/2 en el lisado post-
inducciéon con IPTG y en las fracciones 2-4 como
resultado de la elusion de la columna de niquel
(Figuras 1a y 1b). Reportes previos (20) indican que la
expresion del preS1/2 presenta dificultades debido a
que es altamente susceptible a protedlisis y una
porcidon considerable es expresada en los cuerpos
insolubles, debido a esto se decidié utilizar en el
tampodn de lisis la urea 4M como agente que permite
su solubilizaciéon y previene la protedlisis (21) vy
tampon acido al momento de la elusién. Se evidencié
con este método que las fracciones 2-4 (figura 1a) y la
final (figura 1c), no tenian contaminantes y sin
evidencia de degradacion proteica. Las fracciones 2-4
fueron agrupadas para el proceso de didlisis y
posterior liofilizacién. Las proteinas recombinantes
expresadas en sistemas bacterianos tales como E. coli,
tienen el inconveniente de que pueden contener
contaminantes como las endotoxinas (22), constituidos
principalmente por los lipopolisacaridos (LPS), que se
encuentran adosados a la envoltura externa de las
bacterias Gram negativas (23), durante el proceso de
sonicacion los LPS son extensivamente liberados (24),
y representa una dificultad en el caso de ensayos
bioldgicos, por lo que se recomienda en estos casos
utilizar métodos adicionales para su eliminacién (25).
Existen varios métodos para eliminar las endotoxinas
contaminantes de las proteinas recombinantes dentro
de ellos estan el uso de Triton-X114 que favorece la
formacién de micelas donde quedan atrapadas las
endotoxinas  (26), sin embargo su principal

1

eom— - =—— preS1/2

anti-preS1 anti-preS2

Figura 2. Evaluacién inmunogenica del preS1/2
recombinante. Muestra el Western blott revelado por
quimioluminiscencia de la proteina preS1/2, que es
reconocida por dos anticuerpos monoclonales especificos
contra cada uno de los componentes del preS del VHB.

inconveniente es que el Triton-X114 residual es dificil
de eliminar. Otro método utilizado, es el uso de las
columnas de polymixina B que tienen afinidad hacia
los LPS, son faciles de manejar y no presentan el
inconveniente del Triton-X114 (27), asi que en este
trabajo se decidid utilizar estas columnas. Para ello la
suspension fue aplicada a la columna de polymixina B,
se lavd tres veces con agua estéril y estas fracciones
colectadas y agrupadas con la muestra original. Debido
a que se triplico el volumen inicial, fueron
concentradas mediante centrifugacion (Amicon®,
Millipore Corporation) y de esta manera eliminar
restos de sales presentes en la suspension. Finalmente
la proteina fue esterilizada mediante filtraciéon con una
membrana 0,22 estéril. La muestra fue alicuotada vy
una porcion utilizada para cuantificacidn,
electroforesis y Western blott. La concentracion final
obtenida fue de 1,5 mg/ml (volumen total 2 ml). La
figura 1c, evidencia el preS1/2 una vez filtrado vy
liberado de endotoxinas y sales contaminantes. La
identificacion final de la proteina se realizé mediante
Western blott contra las dos proteinas, mediante el
uso de dos anticuerpos monoclonales especificos

Figura 3. Induccién de la condensacién de la cromatina nuclear por el preS1/2 recombinante. Se videncia los nucleos
tefnidos con DAPI de células tratadas el producto purificado de bacterias transformadas con el vector vacio, durante 96
h (1), tratadas con anti-Fas (200ng/ml CH11, durante 48 horas) (2) y con preS1/2 recombinante (64ug/ml durante 96h)

(3). Las flechas indican las células con la cromatina condensada
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Figura 4. Presencia del preS1/2 recombinante soluble en el interior de los hepatocitos (HepG2). Las células incubadas en
ausencia (1 y 2) y en presencia del preS1/2 recombinante (3 y 4) fueron marcadas con anti-preS2 monoclonal y luego con un
anti-ratén acoplado a Rodamina. Se evidencia que el preS1/2 es internalizado por lo hepatocitos humanos (4). Las flechas

indican las células positivas para preS1/2.

contra el preS1 y preS2, en la figura 2 se puede
evidenciar que la proteina es identificada por los
anticuerpos especificos utilizados.

El preS1/2 purificado preserva su actividad
funcional

Dos de las funciones mas importantes en los
que se ha implicado el preS1/2, es la de marcar el
tropismo viral (28, 29) y mediar apoptosis en la célula
blanco (19). Por ello se decidid incubar a una linea
celular de hepatocitos humanos (HepG2) con el
preS1/2 durante 96 h; finalizado este tiempo de
incubaciéon las células fueron tenidas a fin de
identificar la presencia del preS1/2 en los hepatocitos
y evaluar el grado de fragmentacion y condensacion
nuclear, como evidencia de induccion de muerte
celular. En la figura 3, se muestra que el preS1/2
purificado es capaz de marcar cambios asociados con
la muerte celular de los hepatocitos humanos,
asociado con la condensacion de la cromatina,
similares a los observados en las muestra tratadas con
anti-Fas (CH11, un anticuerpo inductor de muerte
celular extrinseca). Asimismo, en la figura 4 se muestra

Avan Biomed. 2013; 2(2): 53-9.

presencia del preS1/2 en el interior de los hepatocitos,
con una localizacion predominantemente
citoplasmatica y  perinuclear, indicando  su
reconocimiento e internalizacién por los hepatocitos
humanos. Finalmente, estos resultados muestran que
este procedimiento es adecuado para la obtencién del
preS1/2 recombinante, con usos potenciales en
estudios bioldgicos e incluso en ensayos terapéuticos.
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Frecuencia cardiaca y movimientos fetales posterior a la administracion de betametasona
para maduracion pulmonar fetal
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Resumen

El objetivo de la investigacion fue demostrar las modificaciones de la frecuencia cardiaca y los movimientos fetales
producidas por la administracién de betametasona para maduracion pulmonar fetal. Se realizdé una investigacion de tipo
explicativa, prospectiva y longitudinal con un disefio cuasi-experimental y una muestra no probabilistica de 106 gestantes
entre 24 y 34 semanas, con diagndstico de amenaza de parto pretérmino tratadas con betametasona (12 mg intramuscular
cada 24 horas por dos dosis) que acudieron al Hospital Central “Dr. Urquinaona”. Se evaluaron los movimientos fetales y
frecuencia cardiaca materna y fetal. No se encontraron diferencias significativas en la frecuencia cardiaca materna
comparado con los valores iniciales (p = ns). Se observé que el valor inicial de la frecuencia cardiaca fetal fue de 135,119,7
latidos por minuto para aumentar luego a 137,2£8,9 latidos por minuto (p = ns) para presentar un nuevo aumento hasta
(142,949,9 latidos por minuto) que fue significativo comparado con los valores iniciales (p < 0,05). Se observé una
disminucion significativa de movimientos fetales medidos en 30 minutos después de la primera inyeccion (23,116,0
movimientos comparado con 14,817,0 movimientos), para aumentar después de la segunda inyeccion pero aun
presentando valores significativamente mas bajos comparado con los valores iniciales (20,0 £6,7 movimientos; p < 0,05). Se
concluye que la administraciéon de betametasona para maduracion pulmonar fetal produce incremento significativo en la
frecuencia cardiaca y reduccidn marcada de los movimientos fetales.

Palabras clave

Betametasona, Maduracion pulmonar, Movimientos fetales.

Abstract

The objective of research was to demonstrate fetal heart rate and movements modifications by the use of betamethasone
for fetal lung maturity. An explicative, prospective and longitudinal research was done with a quasi-experimental design
and a non-probabilistic sample of 106 pregnant patients between 24 and 34 weeks treated with betamethasone (12 mg IM
BID) that assisted to Hospital Central “Dr. Urquinaona.” Fetal movements, maternal and fetal heart rates were evaluated.
There were not differences in materna heart rate compared with initial values (p = ns). There was observed that fetal heart
rate initial values were 135.119.7 beats per minute and increases to 137.2+8.9 beats per minute (p = ns) and showed a new
increase to 142.9+9.9 beats per minute that was significant compared with initial values (p < 0.05). There was observed a
significant decrease in fetal movement measured in 30 minutes after first injection (23,1+6,0 movements compared with
14,8+7,0 movements), to increase after second injection but still were significant lower compared with initial values
(20,0£6,7 movewments; p < 0.05). It is concluded that the use of betamethasone for induction of fetal lung maturity
produced significant reduction in fetal movements and an increase of fetal heart rate.
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Betamethasone, Lung maturity, Fetal movements.

D4 Autor de correspondencia: Dr. Eduardo Reyna-Villasmil, Hospital Central “Dr. Urquinaona” Final Av. El Milagro.Maracaibo, Estado
Zulia. VENEZUELA.Teléfono: 584162605233. Correo electronico sippenbauch@gmail.com
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Introduccion

La eficacia de la administracion de
corticosteroides prenatales para la inducciéon de la
maduracion pulmonar fetal ha sido ampliamente
demostrada (1). Los esteroides mas estudiados son la
betametasona y la dexametasona, los cuales son
ampliamente utilizados para este propésito debido a
su alta capacidad para atravesar la placenta y su larga
vida media (2). Estos dos compuestos son casi
idénticos desde el punto de vista estructural, y solo
difieren entre ellos en la posicién alfa y beta del grupo
metilo en la posicién 16 (3).

Varios estudios han sugerido que Ia
administracion de corticosteroides prenatales afecta la
frecuencia cardiaca fetal (4). Sin embargo, efectos
opuestos se han observado en respuesta a la
betametasona cuando se compara con otros
corticosteroides. Se ha encontrado que Ila
betametasona induce modificaciones transitorias de la
frecuencia cardiaca (5,6), nUmero de desaceleraciones
(5,7) y amplitud maxima de las aceleraciones (5). En
algunos casos ocurre supresion marcada de la
frecuencia cardiaca lo cual puede mal interpretarse
como sufrimiento fetal (8). Esto produce un parto
iatrogénico de un feto prematuro. Jellyman y col. (6)
reportaron que algunos corticosteroides aumentan la
variacién de la frecuencia cardiaca.

Debido a que la monitorizacion pre-parto de
la frecuencia cardiaca fetal es una herramienta
importante para la determinacién del bienestar fetal,
los efectos farmacoldgicos de los corticosteroides
sobre los pardametros de la frecuencia cardiaca son
importantes en la practica clinica, por lo que el
objetivo de la investigacion fue demostrar las
modificaciones de la frecuencia cardiaca y los
movimientos fetales producidas por la administracién
de betametasona para maduracion pulmonar fetal.

Metodologia

La investigacion de este estudio fue
explicativa, prospectiva y longitudinal con un disefio
cuasi-experimental y una muestra no probabilistica
intencional de 106 pacientes que acudieron a la
consulta prenatal de alto riesgo del Hospital Central
“Dr. Urquinaona". El Comité de Etica del hospital
aprobd la investigacion y se obtuvo el consentimiento
informado de todas las pacientes.

Avan Biomed. 2013; 2(2): 60-7.

Se incluyeron embarazadas entre 18 y 40 afios
de edad, con embarazos de 24 a 34 semanas de
gestacion un indice de masa corporal menor de 30
Kg/m2 y embarazos de alto riesgo que ameritaron la
administracion de betametasona para la induccién de
la maduracién pulmonar fetal. Se excluyeron las
embarazadas con polihidramnios, hemorragia del
tercer trimestre, sospecha de restriccion del
crecimiento intrauterino del feto (circunferencia
cefalica, circunferencia abdominal y longitud del fémur
menor del percentil 10 de referencia) (9), sindrome de
HELLP, amenaza de parto pretérmino, alteraciones de
la frecuencia cardiaca fetal, gestaciones multiples,
presencia de infeccion intrauterina o materna activa,
enfermedad hipertensiva crénica o gestacional,
enfermedad cardiaca, hepdtica, renal o sistémica
cronica, diabetes mellitus pre o gestacional y habito
tabaquico. También se excluyeron a las pacientes que
recibieron cualquier otro medicamento diferente a la
vitaminoterapia y aquellas que se negaron a participar
en la investigacion. A todas las gestantes seleccionadas
por los investigadores se les explico el estudio y luego
de su consentimiento, se les realizd la historia clinica
integral, tomando en cuenta la anamnesis (fecha de la
ultima regla, paridad, edad gestacional), examen fisico
(peso, talla, indice de masa corporal, frecuencia
cardiaca, presion arterial y otros hallazgos) y el perfil
biofisico. Una vez seleccionadas las pacientes se le
administré inyecciones intramusculares de
betametasona (12 mg) por dos dias consecutivos. El
indice de masa corporal (IMC) se calculé por el peso
dividido por la talla al cuadrado (kg/mz).

Las mediciones de la frecuencia cardiaca y los
movimientos fetales se realizaron en todas las
pacientes entre las 12 m y las 6 pm tomando en cuenta
el ritmo circadiano de la actividad biofisica del feto. Las
mediciones de frecuencia cardiaca materna y fetal se
realizaron en tres ocasiones: La primera, antes de la
administracion de la primera dosis de betametasona;
la segunda, 24 horas después de la segunda y ultima
inyeccidn; y la tercera ocasion, siete dias luego de la
administracién de la dltima dosis de betametasona
para la maduracion pulmonar fetal. Todas las
pacientes fueron colocadas en posicién supina,
ligeramente lateralizada a la izquierda para evitar la
hipotension supina. La frecuencia cardiaca fue
evaluada y analizada utilizando medios electrénicos
(Sonicaid® BD4000xs). El  sistema  suministra
informacién computarizada sobre la frecuencia
cardiaca basal, aceleraciones y desaceleraciones y
caracteristicas de los episodios. Cada periodo de
observacion fue de 60 minutos. Posteriormente se
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realiz6 una evaluacidn ecografica de 30 minutos
usando un Ecoégrafo General Electric® Logiq Pro 3
utilizando un transductor abdominal convexo. Fueron
evaluados los movimientos del tronco, los miembros y
respiratorios.

Los datos se expresaron como valores
absolutos y relativos, y otros como media
aritméticatdesviacion estandar y son presentados en
tablas. Se utilizard la prueba de ANOVA con post-test
de Dunnet tomando como control los valores iniciales.
Se consideré p < 0,05 como nivel de confiabilidad
estadistica.

Resultados

Se incluyeron 106 pacientes que fueron
sometidas a inyecciones de betametasona para inducir
la maduracién pulmonar fetal. La edad promedio de
las pacientes fue de 22,615,1 afios y la edad
gestacional al momento del tratamiento fue de
31,843,0 semanas. El IMC de las pacientes fue de
26,7+5,2 Kg/m2.

En la tabla 1 se muestran los valores iniciales y
las modificaciones de la frecuencia cardiaca materna,
frecuencia cardiaca fetal y movimientos fetales. Con
relacidén a la frecuencia cardiaca materna, se observd
que el valor inicial fue de 87,518,3 latidos por minuto,
luego de la inyeccion de la primera dosis de
betametasona los valores fueron de 83,7+9,8 latidos
por minuto y luego de la segunda inyeccidn los valores
promedio fueron de 85,4+10,6 latidos por minuto. No
se encontraron diferencias significativas comparado
con los valores iniciales (figura 1; p = ns). Al analizar la

8
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Figura 2. Relacion entre la frecuencia cardiaca fetal con
respecto a las dosis de Betametasona.

Primera medicion Segunda medicién Tercera medicion

Figura 1. Relacion entre la frecuencia cardiaca materna con
respecto a las dosis de Betametasona.
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frecuencia cardiaca fetal (figura 2), se observé que el
valor inicial fue de 135,149,7 latidos por minuto para
aumentar luego a 137,248,9 latidos por minuto (p = ns)
para presentar un nuevo aumento hasta 142,9+9,9
latidos por minuto que fue significativo comparado
con los valores iniciales (p < 0,05). Con respecto a los
valores de movimientos fetales medidos en 30
minutos (figura 3), el valor inicial fue de 23,116,0
movimientos para presentar una disminucidon
significativa y alcanzar 14,8+7,0 movimientos después
de la primera inyeccidn, para presenta un ligero
aumento después de la segunda inyeccidn (20,06,7
movimientos) pero aun presentando valores
significativamente mds bajos comparado con los
valores iniciales (p < 0,05).

Al relacionar la frecuencia cardiaca materna
con los movimientos fetales, se observd que en
ninguno de los tres periodos existia una relacién
significativa entre estos dos pardmetros (inicial
r=0,091, luego de la primera inyeccion r=-0,110 y luego
de la segunda inyeccion r=-0,275; p=ns).

Con respecto a las variaciones de la frecuencia
cardiaca materna, frecuencia cardiaca fetal vy
movimientos fetales por indice de masa corporal de las
embarazadas (tabla 2) y por semanas de gestacion
(tabla 3). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los valores promedio
de las tres determinaciones en cada uno de los periodo
de medicion en las pacientes con indice de masa
corporal <25 kg/mz, entre 25-29 kg/m2 y aquellas con
>30 kg/m2 (p=ns). Tampoco se encontraron diferencias
entre las pacientes con embarazos <30 semanas,
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aquellos entre 30 y 32 semanas y con las pacientes de
>33 semanas (p=ns).

Movimientos fetales en 30 minutos

*p<005
5 T T T

Primera medicion Segunda medicién Tercera medicion

Figura 3. Relacion entre los movimientos detales con
respecto a las dosis de Betametasona.

Discusion

El principal hallazgo de la presente
investigacion es que la inyeccion de betametasona
para la induccidn de la maduracion pulmonar fetal es
gue produce aumento en la frecuencia cardiaca fetal y
una disminucién transitoria de los movimientos
fetales, elementos utilizados para la evaluacion del
bienestar fetal.

Los resultados de esta investigacion son
apoyados por las observaciones de de Heus y col. (7)
quienes reportaron una disminucion de los

movimientos fetales, al igual que los movimientos
respiratorios y la variabilidad de la frecuencia cardiaca
fetal en respuesta a la betametasona. En contraste,
Jellyman y col. (6) observaron un incremento de la
variabilidad a corto plazo 2 dias después de la
inyeccidn de corticosteroides. En esta investigacion, no
se encontré los efectos supresores de los
corticosteroides sobre la frecuencia cardiaca fetal en
las pacientes tratadas con betametasona, como se ha
descrito para otros corticosteroides. De Heus y col. (7)
propusieron que las diferencias entre sus hallazgos y
los resultados de Jellyman y col. (6) no pueden ser
explicadas por la administracion de diferentes
periodos de medicidon (periodos cortos o largos),
respectivamente. En la presente investigacion se
observod el aumento de la frecuencia cardiaca, lo cual
es contrario a lo descrito previamente.

Las discrepancias entre los resultados de los
tres estudios es particularmente sorprendente, debido
a que investigaciones previas (6,7) y esta investigacidon
es que en todos se utilizé analisis electrénico de la
frecuencia cardiaca fetal y las tres poblaciones tenian
edades gestacionales similares. Sin embargo, la
poblacién de un estudio fue Unica, ya que 21 de los 28
fetos fueron obtenidos por cesidrea debido a
sufrimiento fetal agudo (6). Estas caracteristicas
podrian sugerir que esos fetos estaban posiblemente
enfrentando condiciones hipoxémicas al momento de
la evaluacién, lo cual puede posiblemente haber
alterado las respuestas del sistema nervioso central a
los esteroides.

Los movimientos corporales y de los
miembros (al igual que los movimientos respiratorios)
presentaron una respuesta temporal diferente en

Tabla 1. Modificaciones en la frecuencia cardiaca materna, Frecuencia cardiaca fetal y movimientos fetales.
Segunda Tercera
Medicion Medicion Medicion
(24 horas después (7 dias después
(Antes de la
n=106 liTaE eIy dela se.gunda dela se.gunda
dosis) dosis)

Frecuencia cardiaca materna, 87,5 +/-8,3 84,7 +/-9,8 85,4 +/- 10,6

latidos por minuto

Frecuencia cardiaca fetal, 135,1 +/-12,7 137,2 +/- 18,9 142,9 +/- 19,9*

latidos por min

Movimientos fetales 23,1+/-6,0 14,8 +/- 7,0* 20,0 +/-9,7*

en 30 minutos

* p < 0,05 comparado con los valores iniciales.

Avan Biomed. 2013; 2(2): 60-7.
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relacién a la exposicion a la corticosteroides para lo
descrito para la frecuencia cardiaca fetal (6,7). En
efecto, este pardmetro fue marcadamente afectado
por el uso de la betametasona. Aunque se ha descrito
que la respuesta a otros corticosteroides es menos
pronunciada en comparacion a la betametasona, la
reduccién de los movimientos en mas de 50% después
de la primera inyeccidén y mayor del 15% después de la
segunda inyeccion permitid establecer diferencias
estadisticamente significativas al compararlo con los
valores iniciales. Después de la primera inyeccion de
betametasona, 5 fetos (10,8%) presentaron menos de
5 movimientos en 30 minutos. Cuando se analizé la
relacion de este hecho con la presencia de disminucién
de la frecuencia cardiaca fetal, se observod que ninguno
de los 5 fetos presentd frecuencias cardiacas que
podrian ser consideradas patoldgicas (< 120 latidos x
min). Este hallazgo sobre los efectos supresores de la
betametasona sobre los movimientos fetales puede
ser debido a una susceptibilidad individual de algunos
fetos a los efectos farmacoldgicos de los
corticosteroides. Sin embargo, el tamafio muestral es
muy pequefio para comprobar esa hipodtesis. Se debe
ser cuidadoso en este aspecto, ya que la observacion

del perfil biofisico fetal, puede Illevar a wuna
interrupcidn iatrogénica del embarazo.
Solo se puede especular sobre los

mecanismos por los cuales los corticosteroides causan
modificaciones en la frecuencia cardiaca y en los
movimientos fetales. Debido a que las actividades
fisicas y la frecuencia cardiaca estdn sujetas a un ritmo
circadiano (10), es posible que la supresion del eje
hipofisis suprarrenal por la administracion de
esteroides exdgenos afecte la variacion diurna. La
reactividad maxima de la frecuencia cardiaca y los
movimientos fetales durante las dltimas 10 semanas
de gestacion son generalmente observadas en las
horas finales de la noche (4), cuando las
concentraciones de corticosteroides tienden a ser mas
bajas. En un modelo de ovejas, los movimientos
respiratorios fetales muestran una relacién inversa con
las concentraciones de ACTH fetal (11). Echeverria y
col. (12) han propuesto que la baja actividad fetal en
las horas de la mafiana y la alta actividad fetal en las
horas de la tarde se correlacionan inversamente con
las concentraciones de cortisol. Debido a que los
corticosteroides maternas atraviesan la placenta, se

de valores bajos de movimientos fetales, como parte puede pensar en la existencia de una
Tabla 2. Modificaciones de la frecuencia cardiaca materna, frecuencia cardiaca fetal y movimientos fetales por
indice de masa corporal.
indice de Masa Corporal
<25 kg/m’ 25 - 29 Kg/m2 > 30 Kg/m2
n=106 (n=29) (n =45) (n=32)
Frecuencia cardiaca materna,
latidos por minuto.
Primera medicién 88,0+6,3 86,817,3 84,5+7,9
Segunda medicion 84,4+11,1 86,0£11,0 84,9+10,5
Tercera medicidn 83,1+10,9 84,6+ 9,1 83,5+12,2
Frecuencia cardiaca fetal,
latidos por min.
Primera medicion 137,0+15,7 135,7+12,4 132,6+12,1
Segunda medicion 139,0+17,9 133,7+17,3 134,4+20,1
Tercera medicién 145,5+21,5 147,9+21,1 140,3+20,1
Movimientos fetales
en 30 minutos.
Primera medicion 24,245,6 25,245,9 22,016,0
Segunda medicidn 16,4+ 8,2 19,9+7,2 14,1+6,3
Tercera medicién 20,749,2 20,6+10,8 20,948,5
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Tabla 3. Modificaciones de la frecuencia cardiaca materna, frecuencia cardiaca fetal y movimientos fetales por

semana de gestacion.

Semanas de Gestacion

< 30 semanas

30 - 32 semanas > 33 semanas

n=106 (n=49) (n=41)
Frecuencia cardiaca materna,
latidos por minuto.
Primera medicion 86,5 +/-7,9 86,2 +/-7,7 86,9 +/- 6,5
Segunda medicion 86,0 +/-9,6 84,0 +/- 12,1 85,2 +/- 6,7
Tercera medicion 82,7 +/- 13,3 84,4 +/- 8,3 83,8 +/- 10,6

Frecuencia cardiaca fetal,
latidos por min.

Primera medicion 133,9 +/-11,9 136,4 +/- 14,3 136,4 +/- 14,3
Segunda medicién 139,9 +/- 18,4 132,1+/-19,0 132,1 +/-19,0
Tercera medicion 144,4 +/- 21,3 147,3 +/-22,1 147,3 +/-22,1
Movimientos fetales
en 30 minutos.
Primera medicion 23,1+/-6,1 24,7 +/- 6,3 23,8+/-5,3
Segunda medicion 14,8 +/-7,9 15,4 +/-7,9 15,5+/-7,3
Tercera medicion 19,9 +/-9,9 21,2 +/-9,6 20,5+/-9,3

retroalimentacidn endocrina trans-placentaria de la
actividad de la hipofisis - suprarrenal (12). Es posible,
por lo tanto, que la modificacién observada en la
frecuencia cardiaca fetal y en los movimientos fetales
posterior a la administracion de corticosteroides
refleje una exageracion de los mecanismos endocrinos
normales los cuales afectan los patrones de actividad
fetal in utero.

Un mecanismo alternativo puede ser el efecto
supresor directo de los corticosteroides sobre la
actividad neural fetal. La betametasona rapidamente
atraviesa la placenta (13) y los receptores de
glucocorticoides se presentan en gran cantidad en el
tejido cortical cerebral y los nucleos subcorticales,
incluyendo las porciones medias del cerebro (3). La
capacidad de los glucocorticoides sintéticos de
suprimir la actividad neural también ha sido
documentada. Es posible, que un efecto supresor
cerebral sobre el sistema activador reticular y / o los
centros funcionales del cerebro, afecte los estados
conductuales del feto y por lo tanto afectar la
frecuencia cardiaca fetal y los movimientos fetales.
Aunque los estados conductuales fetales no estdn
completamente organizados antes de las 36 semanas,
los variables estados individuales pueden ser afectados
por intervenciones farmacoldgicas (14).

Avan Biomed. 2013; 2(2): 60-7.

Las contracciones uterinas inducidas por los
corticosteroides pueden ser también un mecanismo
potencial para los cambios observados, al menos con
relacion a los movimientos fetales. Se ha demostrado
un aumento en la actividad uterina posterior luego de
la administracién de betametasona intramuscular (15),
y estas inyecciones son frecuentemente utilizadas en
modelos animales con ovejas para iniciar el parto (16).
La reduccidn o cese de los movimientos en respuesta a
las contracciones parece solo ocurrir en la fase activa
del parto y no durante la fase latente de este (17).
Ninguna de las pacientes en la presente investigacion
estaba en fase activa del parto.

Es probable que otros farmacos administrados
a las pacientes con embarazos pre-términos induzcan
las modificaciones en los movimientos fetales. Existen
reportes que las pacientes tratadas con clorhidrato de
isoxuprina u otros betamiméticos como tocoliticos
junto con  betametasona o  dexametasona,
generalmente no afectan las caracteristicas de la
frecuencia cardiaca fetal (18), ya que solamente
producen elevacién de la frecuencia cardiaca materna
comparado con los valores iniciales (19). Mds aun, los
movimientos fetales tienden a aumentar, mas que a
disminuir, en respuesta a los betamiméticos (5).
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También se debe considerar que los efectos
producidos por la betametasona en esta investigacion
sobre la frecuencia cardiaca fetal y los movimientos
fetales puede ser un verdadero sufrimiento fetal. Esta
es una posibilidad poco probable, considerando la
naturaleza transitoria de los efectos. Mas aun, de Heus
y col. (7) suministraron evidencia de valores normales
de oxigeno fetal posterior a la administracidon de
betametasona, demostrado por la ausencia de
cambios en los movimientos oculares fetales. En un
modelo animal, la hipoxia moderada o severa esta
generalmente asociada con disminucién de los
movimientos oculares fetales (1). La posibilidad que
aparezca una verdadera hipoxia, por lo tanto, es poco
probable pero no puede ser completamente excluida
sin la realizacion de otras investigaciones.

Desde el punto de vista practico, sin embargo,
los obstetras podrian enfrentarse ocasionalmente a
fetos que muestran modificaciones de la frecuencia
cardiaca y disminucién de los movimientos corporales
y respiratorios posterior a la administracion de

corticosteroides. Debido a que los corticosteroides
suprimen componentes de dos de las mas importantes
herramientas para la determinacion del bienestar fetal
(el analisis de la frecuencia cardiaca fetal y el perfil
biofisico), el diagndstico diferencial entre efectos
fisiopatoldégicos y farmacoldgicos puede  ser
extremadamente dificil. La forma o&ptima para la
determinacion del bienestar fetal bajo estas
circunstancias aun debe ser determinada. La
monitorizacion prolongada de la frecuencia cardiaca
fetal quizd sea la herramienta mas valiosa para
obtener informacion sobre el estado fetal, debido a
que por lo menos uno de los componentes del perfil
biofisico fetal, como lo son los movimientos corporales
fetales, pueden estar mds suprimidos en fetos
susceptibles.

Sobre la base de los resultados se puede
concluir que la administracién de betametasona para
maduracion pulmonar fetal produce incremento
significativo en la frecuencia cardiaca y reduccion
marcada de los movimientos fetales.
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Resumen

Las tioureas, son compuestos resultantes de sustituir el &tomo de oxigeno de la urea (NH,CONH,) por un atomo de azufre
(NH,CSNH,). Actualmente se ha visto que las tioureas presentan diversas actividades bioldgicas, dentro de las que se
encuentra la antimicrobiana. En el presente estudio se evalué la actividad antibacteriana mediante acoplamiento molecular
entre la enzima DNA girasa (receptor) y las tioureas (R, R)-N,N’-bis(1-ciclohexiletil)tiourea (CYTU1) y (R,R)-N,N"-bis(1-
feniletil)tiourea (CYTU2) como ligando en busca del posible mecanismo de accién de estos compuestos, los resultados
muestran que existe interaccion entre la enzima y ambas tioureas en el sitio activo. Por otro lado, también se evalud la
actividad antibacteriana frente a cepas de Sthapylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas fluorescens, mediante el
método de microdilucidn en caldo con la adicion de bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), como
parte del ensayo de viabilidad, mostrando una disminucién de la misma sdlo contra las bacterias gram negativas, siendo la
tiourea CYTU2 la que mostré mejor actividad antibacteriana.

Palabras clave

Tioureas N,N’- Disustituidas quirales, Acoplamiento Molecular, DNA girasa, actividad antibacteriana.

Abstract

Thioureas are resultant compounds of substitute the oxygen atom from urea (NH,CONH,) for a sulfur atom (NH,CSNH,).
There are evidential that show the biological activity of thioureas, within which are antibacterial activity. We studied the
antibacterial activity of two thioureas (R,R)-N,N"-bis(1-cyclohexylethyl)thiourea (CYTU1) vy (R,R)-N,N"-bis(1-
phenylethyl)thiourea (CYTU2) in silico using Molecular Docking between the DNA gyrase enzyme (receptor) and the two
thioureas (ligand). The results showed interaction between DNA girase and both thioureas on the pocket of the enzyme. By
other hand, the biological activity was evaluated against the following bacterial strains: Sthapylococcus aureus, Escherichia
coli and Pseudomonas fluorescens, using the microdilution method broth with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) as part of the viability assay, the results show decrease in viability only in gram-
negative strains, being the thiourea CYTU2 the that exhibited a better antibacterial activity.

Keywords

N,N’-Disubstituted thioureas, Molecular Docking, DNA gyrase, antibacterial activity.
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Introduccion

Para que la duplicacion del DNA se lleve a
cabo en bacterias, la topoisomerasa IV y la DNA girasa
juegan un papel muy importante, siendo ambas
enzimas topoisomerasas tipo Il, capaces de modificar
la topologia del DNA durante el proceso de replicacion
facilitando la segregacion cromosdémica (1). Ambas
topoisomerasas son blanco de moléculas
antibacterianas, como lo son las quinolonas o las
cumarinas (2).

Las quinolonas son antibidticos los cuales han
sido utilizado por décadas debido a que poseen un
espectro amplio sobre bacterias gram positivas y gram
negativas (3). Estos compuestos ejercen su efecto por
la union de manera no covalente al complejo ternario
DNA-proteina previamente formado, previniendo que
las cadenas de DNA separadas se vuelvan a unir
durante el proceso de replicacion, con lo cual generan
lesiones en el material genético y la muerte de las
bacterias (4, 5). Sin embargo, las quinolonas pierden su
efecto por la generacidn de resistencia bacteriana,
debido a los mecanismos que estos microorganismos
han desarrollado para defenderse. Dentro de estos
mecanismos se encuentran: la disminucién en porinas
en la membrana de gram negativas que evitan la
penetracion del farmaco al interior de la célula, la
obtencidn de bombas de eflujo como lo es AcrAB/To1C
en Esherichia coli (6, 7), la proteccién de DNA girasa y
topoisomerasa IV por la proteina Qnr, la cual
promueve el desarrollo de mutantes (8) por la
adquisicién de mutaciones en los genes que codifican
para la girasa y topoisomerasa IV (9,10).

Debido a que la resistencia bacteriana a
antibidticos se ha convertido en un problema de salud,
es perentorio contar con una amplia gama de
farmacos antimicrobianos, por lo cual se ha
incrementado la necesidad de disefiar nuevos agentes
antibacterianos con mejor actividad y menor toxicidad
(11); entre estos se encuentran las tioureas, las cuales
son compuestos orgdnicos resultantes de sustituir el
atomo de oxigeno de la urea (NH,CONH,) por un
atomo de azufre (NH,CSNH,). Las tioureas poseen
diversas actividades bioldgicas, entre las que se
pueden mencionar: anti-VIH, antiviral, antibacteriana,
antifungica, anticonvulsiva, analgésica, e inhibidores
de la corrosién y antioxidantes (11-17).

El objetivo de este estudio fue determinar,
mediante estudios in silico, la capacidad de
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reconocimiento de las tioureas (ligando): (R, R)-N,N"-
bis(1-ciclohexiletil)tiourea denominada CYTU1 y (R,R)-
N,N’-bis(1-feniletil)tiourea denominada CYTU2 hacia la
DNA girasa, ya que esta enzima juega un papel
importante en la duplicacién del material genético
durante la division celular y evaluar la actividad
antibacteriana de estos compuestos “in vitro”, usando
para ello el método de microdilucién en caldo (18) con
la adicién de bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolium (MTT), como parte del ensayo de
viabilidad.

Materiales y metodos

Sintesis de la (R, R)-N, N’-Bis(1-
ciclohexiletil)tiourea (CYTU1) y (R, R)-N, N’-Bis-[1-(1-
fenil)etil]tiourea (CYTU2).

La reaccion de (R)-(+)-1-(1-naftil)etilamina o
(R)-(-)-1-ciclohexiletilamina en presencia de CS, (2:1) y
etanol bajo irradiacién de microondas condujo a la
formacién de la correspondientes tioureas (CYTU1) y
(CYTU2). Los productos fueron sélidos blancos con
punto de fusién de 163-165 °C y 181-183 °C
respectivamente, que al recristalizarse en EtOH dieron
lugar a la formacién de agujas incoloras. La rotacion
Optica de los compuestos es [alo” +31.2° (R, R) para
(CYTU1) vy [(X]DZS -171.4° (R, R) para (CYTU2) (c 1,
CHCl;). Los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN se
efectuaronen los espectrémetros Varian Mercury-400,
Varian Mercury-300, Varian Mercury-200 con software
VNMR 6.1 C y un Jeol GX 400, los espectros de RMN
bidimensionales de correlacién homonuclear 1H-1H
(COSY), heteronuclear 1H-13C (HSQC) y (HMBC) se
efectuaron en el espectrémetro Varian Mercury-400;
los desplazamientos quimicos se expresan en ppm
hacia campo bajo tomando como referencia al
tetrametilsilano (TMS, 6 = 0.0); las constantes de
acoplamiento (J), en Hertz (Hz). Los espectros de
masas mediante la técnica de impacto electrénico IE
fueron registrados con un espectrémetro JEOL JMS-SX
102A operado en el modo ion positivo a 70 eV; los
datos se expresaron en unidades masa/carga (m/z).
Los espectros de masas FAB+ se registraron con un
espectrémetro JEOL JMS AX505HA. Los espectros de IR
fueron registrados en un aparato Nicolet FT-IR Magna
700 en pastillas de KBr y de polietileno. La rotacion
Optica fue medida en un polarimetro Perkin-Elmer 241
(29).

Minimizacion de las estructuras

La estructura tridimensional de la DNA girasa
a evaluar se obtuvo del Protein Data Bank con cédigo
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de identificacién 2XCT (www.pdb.org). Para llevar a
cabo el acoplamiento molecular, las estructuras
moleculares minimizadas de las tioureas (R, R)-N,N-
bis(1-ciclohexiletil)tiourea (CYTU1) y (R,R)-N,N’-bis(1-
feniletil)tiourea (CYTU2) (Figura 1) se generaron
mediante minimizacién a 300°K por 10ps, empleando
como campo de fuerza CHARMM22-PROT mediante el
software VEGA ZZ ver 3.0.1, para posteriormente
optimizarlas hasta un gradiente menor o igual a
0.01kcal/A empleando un analisis conformacional en
gradiente conjugado con Ammp. Las propiedades
calculadas incluyen el coeficiente de particién octanol
agua (LogP), el area topoldgica de la superficie polar
(tPSA) y el Coeficiente de Refractividad Molar (CMR)
obtenidos por medio del software Molecular
Operating Environment (MOE) ver 2010.10.

Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular se realizé6 usando
como molde la enzima DNA girasa obtenida del Protein
Data Bank (PDB), la cual reporta como ligando el
antibidtico ciprofloxacina en el sitio activo. El dominio
catalitico de la enzima descargada presenta una
resolucion de 3.35A, el sitio activo fue determinado
mediante el Site-Finder del programa MOE ver
2010.10. Para llevar a cabo el analisis conformacional,
se uso un método estocastico, basados en el protocolo
de acoplamiento rigido-rigido, seguido de un rigido-
flexible y flexible-flexible. Finalmente, el complejo
enzima-ligando fue visualizado con MOE. Usando este

mismo protocolo, se obtuvieron los datos con la
Ciprofloxacina, el cual no fue necesario minimizar ya
que la estructura obtenida del PDB lo ubica en el sitio
activo de la enzima.

Crecimiento bacteriano.

Para este estudio se trabajé con cepas
Staphylococcus aureus, Pesudomonas fluorescens y
Escherichia coli las cuales fueron aisladas de muestras
clinicas e identificadas en el laboratorio de
Bacteriologia de la Facultad de Estudios Superiores
(FES) Cuautitlan perteneciente a la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM). Las bacterias
se crecieron en agar Miiller-Hinton por 24 horas a
37°C. Una vez en fase exponencial se inoculd un
matraz con 20 mL de caldo Miller-Hinton tomando
cinco colonias aisladas de la misma forma morfoldgica
por cada 5mL de caldo, se incubé a 37°C hasta alcanzar
la turbidez de 0.5 del Nefelometro de McFarland
monitoreado espectrofotométricamente a 650 nm
(20).

Actividad antimicrobiana

Las bacterias en fase exponencial y ajustadas
a 0.5 del Nefelometro de McFarland, se colocaron en
tubos ependorff estériles de 1mL en donde se
expusieron por 24 y 48 horas a una concentracién de
10 y 100uM de las tioureas disueltas en dimetil
sulféxido (DMSOQ), como control positivo se utilizé
ciprofloxacina en las mismas concentraciones y

Figura 1. Estructura moleculares minimizadas de las tioureas. La figura A corresponde a la estructura minimizada de (R, R)-N,N"-
bis(1-ciclohexiletil)tiourea (CYTU1), la figura B corresponde a la estructura minimizada de (R,R)-N,N"-bis(1-feniletil)tiourea

(CYTU2).
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Tabla 1. Parametros fisicoquimicos: Coeficiente de particion Octanol-Agua (LogP), drea topoldgica de superficie
polar (tPSA) y Coeficiente de Refractividad Molar (CMR). Afinidad (pki), energia y eficiencia de las tioureas y la
ciprofloxacina en los experimentos de acoplamiento con la DNA girasa

Parametros fisicoquimicos

Compuestos LogP tPSA CMR Energia (Kcal/mol) pKi Eficiencia
CYTU1 4.388 56.15 9.8003 -9.758 + 2.47 6.229 +0.49 0.311+0.02
CYTU2 4.164 56.15 9.6119 -11.846 +2.15 6.714 + 0.27 0.335+0.01

Ciprofloxacina 1.101 72.88 8.7159 -13.853 +1.34 11.323 +0.88 0.472 +0.04

Parametros fisicoquimicos de los complejos con DNA girasa y los derivados de tioureas (R, R)-N,N’-bis(1-ciclohexiletil)tiourea
(CYTU1) y (R,R)-N,N’-bis(1-feniletil)tiourea (CYTU2), calculadas con MOE

tiempos de exposicion. Como control negativo se
usaron las bacterias sin tratamiento. La actividad
antimicrobiana (concentracidon inhibitoria minima,
CIM) se determiné por el método de microdilucién en
caldo de acuerdo al protocolo M7 descrito por el
National Committe for Clinical Laboratory Standars
(NCCLS) (18), el cual fue modificado al usar bromuro
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium
(MTT), como parte del ensayo de viabilidad (21). El
MTT es usado en estudios de proliferacion celular ya
que es posible cuantificar la actividad de Ia
deshidrogenasa presente en las células vivas, esta
enzima reduce el Tetrazolio (MTT) a formazan, el cual
es insoluble en agua y posee una coloracidn purpura,
permitiendo correlacionar la viabilidad en los cultivos.
El MTT fue adicionado a todos los cultivos 30min antes
de sacarlos de incubacién. Los cristales azules de
formazan generados en el interior de las células se
solubilizaron con isopropoanol acido permitiendo la
cuantificacién espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 570nm (22, 23) previa separacién
del paquete celular mediante centrifugacion.

Analisis Estadistico

Se realizaron 3 réplicas por separado para
cada uno de los ensayos antimicrobianos. Los valores
del porcentaje de Vviabilidad bacteriana estan
reportados como el promedio + desviacion estandar
(SD) de los cultivos por triplicado obtenidos en ensayos
distintos. Los datos se analizaron por ANOVA seguidos
por una prueba de Dunn. Estas pruebas estadisticas
fueron realizadas usando el software Stata 8.0 (Stata
Corp., College Station, TX). Las diferencias en los
tratamientos fueron consideradas como significativas
cuando la P<0.05.

Avan Biomed. 2013; 2(2):68-75.

Resultados

La Tabla 1 muestra las propiedades
moleculares de las tiureas estudiadas. Se obtuvieron
valores de LogP de 4.388 para CYTUl y 4.164 para
CYTU2, lo que indica que ambas moléculas son mas
solubles en octanol, siendo para CYTU1 ligeramente
mayor que para CYTU2. El valor del area topoldgica de
la superficie polar (tPSA) es de 56.15 para ambas
tioureas ya que ambas estructuras presentan el mismo
numero de grupos funcionales polares, el valor de
tPSA es de 72.88 para ciprofloxacina. El Coeficiente de
Refractividad molar es de 9.8003 para CYTU1, de
9.6119 para CYTU2 y de 8.7159 para la ciprofloxacina.

Los resultados del acoplamiento molecular
entre la enzima DNA girasa y las tioureas CYTUl y
CYTU2 con MOE (ver 2010.10) muestran un posible
reacomodo entre las tioureas (ligando) y la enzima
DNA girasa (receptor) indicando una probable
interaccién entre ambas estructuras. Esta interaccién
puede causar la inhibicién del crecimiento bacteriano.
Ya que uno de los mecanismo de los antibacterianos es
el reconocimiento de la DNA girasa (3). Los datos
muestran que los aminoacidos que presentan mayor
interaccién con la enzima son Glu585 y Pro1083 con
los grupos amino de ambas tioureas por formacién de
puentes de hidrégeno (Figuras 2 y 3).

Los resultados mostraron que las tioureas
presentan una afinidad de 6.229 + 0.49 para CYTUl y
de 6.714 *+ 0.27para CYTU2, por lo que es posible
considerarse como de buena afinidad (pKi) por esta
enzima (Tabla 1), presentan una eficiencia superior a
30% en ambos casos y una energia libre de Gibbs
negativa -9.758 + 2.47 para CYTU1l y de -11.846 £ 2.15
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Figura 2. Acoplamiento molecular. Interacciones entre los
aminodcidos del sitio activo de la DNA girasa y la tiourea (R,
R)-N,N’-bis(1-ciclohexiletil)tiourea (CYTU1). La figura A
muestra los aminoacidos que interaccionan entre la DNA
girasa y la tiourea CYTU1l. La figura B corresponde al
contacto Gaussiano en la superficie de la DNA girasa y la
tiourea CYTU1; el verde indica el area hidrofdbica, el
purpura las dreas de formacion de puentes de hidrégeno y
el azul el drea polar

Figura 3. Acoplamiento molecular. Interacciones entre los
aminodcidos del sitio activo de la DNA girasa y la tiourea
(R,R)-N,N’-bis(1-feniletil)tiourea (CYTU2). La figura A muestra
los aminoacidos que interaccionan entre la DNA girasa y la
tiourea CYTU2. La figura B corresponde al contacto
Gaussiano en la superficie de la DNA girasa y la tiourea
CYTU2; el verde indica el area hidrofébica, el purpura las
areas de formacion de puentes de hidréogeno y el azul el érea
polar

para CYTU2, siendo en todos los casos mejor para
CYTU2 que para CYTUL, por lo cual es posible que
CYTU2 se una a la DNA girasa de manera similar que la
ciprofloxacina ya que el estudio con este antibiético
arrojoé una energia libre de Gibbs de -13.853 + 1.34 y
una afinidad de 11.323 + 0.88 (Tabla 1).

Los ensayos de actividad antibacteriana con la
adicién del MTT indicaron que la tiourea CYTU2 es
capaz de inhibir el crecimiento bacteriano de manera
dosis y tiempo dependiente (Tabla 2) sobre las cepas
gram negativas de Pseudomonas fluorescens vy
Escherichia coli obteniendo porcentajes de viabilidad
de 45.03 + 3.37 (*) y 55.97 £ 2.65 (*) respectivamente

72

a una concentracion de 100 uM en un tiempo de 48
horas, comparado con el antibidtico ciprofloxacina el
cual inhibié el crecimiento bacteriano de manera
significativa  Unicamente sobre la cepa de
Pseudomonas fluorescens obteniendo un porcentaje
de viabilidad de 55.91 + 4.05 (*) en la concentracion de
100uM en el tiempo de 24 horas, de 60.23 + 3.05 (*) y
de 49.19 * 0.72 (*) en la concentracion de 10uM y
100uM respectivamente a 48 horas. Estos datos
concuerdan con los datos in silico. Demostrando de
esta manera que la tiourea CYTU2 presenta mejor
actividad que la tiourea CYTUL.

2013; 2(2):68-75. Avan Biomed.
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ciprofloxacina

Tabla 2. Porcentaje de Viabilidad de los cultivos bacterianos expuestos a los derivados de tioureas y la

Microorganismo Compuesto Concentracion uM TIEMPO (Hrs)
24 48
- CYTU1 0 100.0 + 4.86 100 +7.33
3 10 110.41+7.28 97.28 +4.6
S 3 100 123.47 +4.19 93.20 +4.01
33 CYTU2 0 100 +0.26 100+ 1.97
s 10 119.9 +7.39 115.2 £5.76
@ 100 114.3+1.79 100.9+ 1.22
- CYTU1 0 100 + 8.39 100 + 5.06
8 10 97.57 +5.31 88.06 + 2.05
% 100 100.0 + 2.98 81.31+3.23
S CYTU2 0 100 + 7.82 100 +5.31
E 10 95.65 + 7.08 80.68 £ 5.01
=« 100 87.67 +1.11 55.97 + 2.65(*)
CYTU1 0 100 +3.13 100 + 4.49
g v 10 87.88 +3.85 89.57+1.7
g 3 100 73.07 +3.05 80.47 +3.89
3§ CYTU2 0 100 +7.82 100 + 4.49
8 2 10 79.83 +3.09 51.27 + 4.05(*)
100 78.37 +0.29 45.03 +3.37(*)
S o Ciprofloxacina 0 100 £ 4.86 100+ 0.4
3 10 100.01+5.9 98.89 +1.26
23
§ 3 100 97.03 +1.45 87.81+2.76
) Ciprofloxacina 0 100 +2.09 100 +1.93
S - 10 89.1+4.79 88.02 + 63
58
3 100 88 +3.09 82.56 + 4.56
< “ Ciprofloxacina 0 100+3.13 100+ 4.49
§ g 10 75.4 +7.54 60.23 + 3.05 (*)
8¢
& 8 100 55.91 + 4.05 (*) 49.19 £ 0.72 (*)
Q =

(CYTU1) y (R,R)-N,N -bis(1-feniletil)tiourea (CYTU2).

Los resultados denotan porcentaje de viabilidad bacteriana en experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos denotan
diferencia significativa con respecto al control usando la prueba de Dunn (P <0.05). (R, R)-N,N"-bis(1-ciclohexiletil)tiourea

Discusion

Todos los organismos poseen fuentes para
preservar su informacion e integridad estructural del
genoma. Muchas funciones celulares involucran el
DNA, incluyendo replicacidon, transcripcion vy
recombinacién (24). En bacterias gram negativas como
gram positivas, la resistencia bacteriana esta asociada
con mutaciones en la topoisomerasa IV, DNA girasa,

Avan Biomed. 2013; 2(2):68-75.

puede estar mediada por la salida del farmaco por
bombas (25, 26) o en asociacion con mas de dos
mecanismos (27, 28). En este sentido, las tioureas las
cuales se presentan como moléculas con posible
actividad antibacteriana se estudiaron para conocer si
poseen esta actividad bioldgica, los resultados in silico
entre la DNA girasa (enzima) y las tioureas (ligando)
mostraron una interacciéon favorable, ademas de
mostrar una inhibicion significativa del crecimiento
bacteriano al evaluarse la tiourea denominada CYTU2
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en la concentracion de 100uM a 48 horas mediante el
protocolo modificado M7 del NCCLS sobre las cepas de
Pseudomonas fluorescens y Escherichia coli.

Los parametros fisicoquimicos obtenidos
indican que ambas tioureas poseen una baja
solubilidad en agua sin embargo tienen la capacidad
de pasar a través de membranas celulares, por lo cual
pueden ser catalogadas dentro del grupo Il de la
clasificacion bioframaceuticas (BSC) como moléculas
de baja solubilidad y con alta permeabilidad (29). El
valor de tPSA para la ciprofloxacina es mayor que para
las tioureas por la presencia de una mayor cantidad de
grupos polares, de igual forma el valor de CRM para el
antibidtico es mayor que el de las tioureas debido a la
presencia de los anillos en los extremos lo que
aumenta la densidad electrénica de las moléculas.

La ciprofloxacina la cual es un antibidtico de
amplio espectro, reconoce las enzimas encargadas de
la remodelacidon del genoma (topoisomerasa IV y la
DNA girasa) (1), en este estudio presentd un efecto
antibacteriano sélo sobre la cepa de Pseudomonas
fluorescens, no asi sobre Staphylococcus aureus vy
Escherichia coli. Mientras que la tiourea CYTU2 mostré

presentando un espectro antibacteriano mas amplio
gue el antibidtico.

Los datos del acoplamiento molecular
sugieren una interaccion entre la enzima DNA girasa
(receptor) y las tioureas CYTU1 y CUTU2 (ligando) en el
sitio activo de la enzima. Inicialmente se reconstruy? el
sitio activo de la enzima usando el programa MOE y
modelé la conformacién mas estable de las tioureas,
mediante el programa VEGA ZZ y MOE. Dicho
acoplamiento mostré que la tiourea CYTU2 posee una
afinidad por la DNA girasa similar a la ciprofloxacina, lo
que ayudaria a explicar el efecto de inhibicion
observado mediante el ensayo de MTT al ser
expuestos los cultivos bacterianos de Pseudomonas
fluorescens y Escherichia coli a esta tiourea.

Con la informacién obtenida en este estudio
se puede concluir que la tiourea compuesto (R,R)-N,N -
bis(1-feniletil)tiourea (CYTU2) presenta actividad
antibacteriana similar a la ciprofloxacina, permitiendo
considerar a esta tiourea como candidato a seguir
estudiando en la busqueda de nuevas moléculas con
actividad antibacteriana.
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Resumen

Muchos reportes clinicos no son leidos en forma critica, por esta razén se presenta esta revision sobre la investigacion
clinica y epidemiolégica dirigida a los clinicos e investigadores afines. La investigacion se puede dividir en dos categorias
generales: Observacional y Experimental, basadas en que el investigador realice o no alguna intervencion. Los Estudios
Observacionales pueden ser Descriptivos o Analiticos. Los estudios Descriptivos, tales como los reportes de casos y series de
casos, no tienen grupo de comparacion y el investigador no puede establecer asociaciones; dentro de estos estudios
Descriptivos también estdn los Estudios Transversales los cuales son parecidos a la toma de una foto en el tiempo midiendo
asi la exposicidn y desenlace en el mismo momento. A diferencia de estos estan los estudios Analiticos, cuya caracteristica
principal es que tienen un grupo de comparacién o grupo control. Dentro de los estudios Analiticos se encuentran los
estudios de Cohorte, los cuales siguen a las personas estudiadas en forma prospectiva hacia adelante en el tiempo, desde la
exposicion hasta el desenlace. En contraste, los estudios de Casos y Controles trabajan en forma inversa, siguiendo al
individuo hacia atras, desde el desenlace hasta la exposicién. Los estudios Experimentales pueden ser subdivididos en dos:
Aleatorizados y No Aleatorizados. En este manuscrito se definen y se explican los diferentes disefios de estudios
epidemioldgicos y clinicos en forma extensa, para la comprension completa de ellos. Ademas, se explican las medidas de
asociacion las cuales son las las herramientas preferidas de expresar los resultados de un desenlace dicotémico.

Palabras clave

Estudio de caso y controles, estudios de cohorte, estudios transversales, estudios no aleatorizados, estudios experimentales
clinicos aleatorizados, riesgo relativo, intervalos de confidencia.

Abstract

Many clinician reports that they cannot read the medical literature critically, to address this difficulty, we provide a clinical
Research for clinicians and researches alike. Epidemiologic and Clinical Research fall into two categories: Observational and
experimental based on wether the investigator not assigns or assigns the exposition. Observational studies can be either
descriptiveor analytical. Descriptive studies such as case report and case- series reports do not have a comparison group. In
this way in these kinds of studies the investigator cannot examine the association and very often they ignore it. Cross-
sectional studies are like a snapshot, which measure both exposure and outcome at one time point. Analytical studies
feature a comparison group (control), whereas descriptive studies do not. Within analytical studies, cohort track peoples
forward in time from exposition to outcome. By contrast, case- control studies work in reverse tracking back from outcome
to exposition. Experimental trials can also be subdivided into two: non-randomized and randomized In this review we
define and explain the different designs of epidemiologic and clinical studies in extensive form for a better understood of
them. Also explain the association measures, such as relative risk and odds ratio, which are the preferred way of expressing
results of dichotomous outcome e.g, sick versus healthy.

Keywords

Case-control study, cohort study, cross—sectional study, non-randomized trial, clinical randomized trial, relative risk, odds ratio,
confidence interval
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Introduccion

Asi como la anatomia dicta a la fisiologia, el
conocimiento de la anatomia de los estudios
cientificos nos permite identificar como es en realidad
el disefio de una investigacién cientifica. En ocasiones
en los estudios no se reporta el tipo de investigacion
utilizada o no se describen los detalles de este para
comprender como los autores de un estudio
abordaron la investigacion. En otras ocasiones, el
disefio es identificado de manera incorrecta, los
errores mas tipicos son: incluir a los llamados estudios
controlados no Aleatorizados, como estudios
experimentales Aleatorizados (RCT) (1), o a los
estudios de cohorte no concurrentes, como estudios
de casos y controles (2-4), o a los estudios casos y
controles, como cualquier estudio con grupos de
comparacion. Es por ello que en la investigacion
cientifica se deberia hacer una jerarquizacion o
gradacion de la evidencia cientifica clinica y
epidemioldgica, como ha sido recomendado por el
Sistema de Evaluaciéon US Preventive Services Task
Force (5, 6), el cual es mostrado en la tabla 1.

Avan Biomed. 2013; 2(2): 76-99.

El tipo de investigacion depende de dos
aspectos fundamentales: 1.-Si el investigador realiza
un analisis sin asignar una exposicibn o una
intervencion, es decir solo observando la practica
clinica usual (7-11). 2- Si el investigador asigna una
exposicion o intervencidén, (administracion de un
tratamiento). Tomando en cuenta estos dos aspectos,
se puede observar en la figura 1a, un algoritmo que
permite orientar sobre el tipo de estudio a desarrollar:
En el primer caso, se trata de estudios
observacionales, es decir solo se observa sin
intervenir, estos son los estudios que predominan en
la literatura médica (11). Seguidamente debe
distinguirse si el estudio tiene un grupo de
comparacion o grupo control. Cuando no existe un
grupo control o de comparacién, el estudio se define
como descriptivo, mientras que si el estudio
contempla un grupo control se define como analitico.
Si el estudio es analitico, el siguiente paso es saber la
direccionalidad temporal del estudio, de tal manera
que si el estudio determina que la exposicion y el
evento o desenlace, ocurren al mismo tiempo o en un
punto determinado del tiempo, el estudio se
denomina transversal o “cross—sectional” (10, 12).
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Calidad de la evidencia

I) Evidencia por lo menos un estudio con disefio de
Ensayo Clinico Controlado Aleatorizado (RCT)

II-1) Evidencia obtenida de un estudio de Ensayo
bien Controlado no Aleatorizado

11-2) Evidencias obtenidas de un buen estudio
disefiado de Cohorte o Caso Control Multicentrico

I1-3) Evidencia de Muiltiples Series en el Tiempo con o
sin Intervencidn, asi como Experimentos no
Controlados

I1) Opinién autorizada y respetadas basadas en
experiencias clinicas, estudios Descriptivos o
Reportes de un comité de expertos en el tema a
tratar

Tabla 1. Nivel jerarquico y gradacién de la evidencia clinica (5, 13).

Fortaleza de la recomendacion

A.- Buena evidencia que permite sustentar la
intervencion

B.- Evidencias Regulares que soporten la
intervencién

C.- Evidencias que sean insuficientes para
recomendar o ir en contra de la intervencion, pero
ésta recomendacion podrian ser hechas en otros
terrenos lo cuales estén mas claros

D.- Evidencias regulares en contra de la
intervencién

E.- Buena evidencia en contra de la intervencion

En cambio, si el estudio comienza con la
exposicion (Ej. uso de anticonceptivos orales) y se
realiza un seguimiento a las usuarias por varios afios
para determinar la ocurrencia de un evento (Ej. la
trombosis venosa profunda), estamos en presencia de
un estudio de cohorte. Cuando el estudio se
comienzan observando el evento (ej. la trombosis
venosa profunda) y se evalia en retrospectiva la
exposicion (ej. consumo de anticonceptivos orales),
son considerados estudios analiticos casos y controles.
En la figura 1a se muestra el algoritmo para la
clasificacion de los tipos de investigacidon clinica y
epidemioldgica (13). Los estudios experimentales son
aquellos donde se asigna una exposicidn, intervencion
o tratamiento; debe distinguirse si la exposicion fue
asignada por una técnica aleatoria o no aleatoria o
asignacion alternante (12). A continuacién la
explicacién detallada de cada uno de ellos.

I. Descripcion de los tipos de estudios: estudio
observacional y descriptivo individual

Por definicidn, los estudios descriptivos no
tienen grupo de comparacién o grupo control y se
enfocan sobre: 1) persona, lugar y tiempo (14) o 2)
sobre el agente, el hospedador y el ambiente (15). En
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ambos casos debe responder las 5 preguntas bdasicas:
“Quién”, “qué”, “porqué”, “cuando” y “ddénde”, y
opcionalmente: “y asi Que”. En este tipo de estudios el
mensaje clave es describir el estado de salud o
explorar las caracteristicas de una poblacion,
permitiendo asi el desarrollo de nuevos estudios
derivados de éstos resultados. Los elementos que
componen a los estudios descriptivos se resumen en la
tabla 2.

Los estudios sin grupo de comparacidon o
estudios descriptivos, permiten investigar la jerarquia
de la patologia o enfermedad, de estos se derivan: los
reporte de casos, en donde se describe la patologia de
un solo paciente de forma completa, en tiempo, lugar
y espacio. Las series de casos, cuando se reune un
grupo de pacientes y se les describe la patologia de
manera conjunta a todos los individuos con la misma
patologia; un ejemplo de series de casos fue la descrita
en el afo 1981, en donde investigadores de Nueva
York y California observaron en hombres
homosexuales jovenes, gozando previamente de
buena salud, una inusual presencia del Sarcoma de
Kaposi, infecciones oportunistas como la neumonia a
Pneumocystis carinii y linfoadenopatias inexplicables y
persistentes. Posteriormente, se hizo evidente que
estos hombres tenian un déficit del sistema inmune,
asociado con una pérdida significativa de linfocitos T
CD4+ (18).
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Figura 1. 1a Representa un algoritmo que orienta el tipo de estudio a desarrollar. 1b Relacién entre la exposicion y el

desenlace y la definicion del tipo de estudio.

Los estudios descriptivos son el primer paso
de la investigacion biomédica, y permiten describir la
frecuencia,  historia natural y los posibles
determinantes de la condicion a investigar (16-18). Sus
resultados muestran como muchas personas
desarrollan una enfermedad o presentan un evento en
el tiempo, por lo tanto permiten describir las
caracteristicas de una enfermedad y quiénes son los
afectados. Otra caracteristica importante de estos
estudios es que a partir de ello se pueden generar
hipdtesis acerca de las causas de las enfermedades,

Avan Biomed. 2013; 2(2): 76-99.

para luego ser exploradas mediante otros tipos de
investigacion, mas rigurosos como son los estudios
analiticos y los estudios experimentales aleatorizados
(RCT) (19). Una precaucion importante que se debe
tener presente en los estudios descriptivos es que no
tienen grupos de comparacion o grupo control, por lo
gue no permiten determinar la asociacion entre las
variables que intervienen, a diferencia de los estudios
analiticos y los experimentales, que si tienen grupos de
comparaciéon y permiten valorar la asociacidon casual
(6,12).
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Tipos de estudios descriptivos

Los estudios descriptivos consisten en dos
grandes grupos: lA) Individuales: aquellos que se
refieren al individuo, ejemplo de estos son los reportes
de casos, los reportes de serie de casos, los estudios
transversales y los estudios de supervision IB)
Poblacionales: aquellos que se refieren a la poblacidn,
como por ejemplo los estudios ecoldgicos (14). A
continuacion se detallardn cada uno de ellos:

Tabla 2. Elementos que caracterizan a los estudios
descriptivos.

Pueden ser puntuales o
bien longitudinales

Nunca pueden valorar ni probar
una asociacion causal

-¢éCudl es el problema o condicion
de salud de interés? Descripcion
clara y especifica

-éDdnde se produce el problema o
condicién de salud? Distribucion

Responden las clasicas geografica

reguntas: -
preg -éQuién tiene el problema o

condicién de salud? Raza, sexo,
ocupacion...

-éCudndo se manifiesta el
problema o condicidon de salud?
Brotes, patrones estacionales

IA.- Estudio descriptivo individual:

IA1.- Reporte de caso. En estos estudios a
menudo el clinico observa y reporta un caso con una
enfermedad o asociacién de eventos inusual en un
individuo, ejemplo de ello el reporte de un tumor poco
frecuente, el adenoma hepatocelular en paciente
femenina que recibe anticonceptivos orales (20).

IA2.- Reporte de serie de casos. Son estudios
descriptivos donde se reporta una serie de casos con
una condicion o enfermedad. Este tipo de estudio
usualmente es capaz de generar una hipotesis, pero no
puede probar una hipdtesis debido a que no incluye un
grupo de comparacién apropiado. Comprende el
estudio de casos agrupados en un solo reporte, por
ejemplo la aparicién de varios casos de una
enfermedad en un periodo corto de tiempo, que
anuncia una epidemia. El ejemplo clasico son los
primeros casos documentados del sindrome de
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Inmunodeficiencia adquirida (SIDA), evidenciado por la
aparicion de neumonia asociada a Pneumocistis sp, en
un grupo de hombres homosexuales en la cuidad de
los Angeles, esa serie de casos alerté a la comunidad
médica sobre la epidemia del SIDA en Norte América
(18, 21). Estos estudios pueden a su vez constituir el
punto de partida para estudios de casos y controles y
utilizarse para evidenciar las causas de la enfermedad.

IA3.- Estudio Transversal o “cross sectional”
(estudio de prevalencia). Es un estudio observacional
gue es realizado para examinar la presencia o ausencia
de una enfermedad y simultdneamente se investiga la
presencia o la ausencia de una exposicion, en el mismo
momento del tiempo. Asi la exposicidn y el desenlace
son tomados en el mismo momento de realizar el
estudio, pero no estd claro si la exposicion precede el
desenlace. Los estudios de prevalencia o transversales
describen la salud de una poblacion, un ejemplo
clasico es el estudio “Health Interview Survey and
Health and Nutrition” (5), que ha permitido la
supervision periddica del estado de salud de la
poblacién de los USA, y es analogo a un censo,
proporcionando una fotografia inmediata de Ila
poblacién en un momento particular. Debido a que en
este tipo de estudio la exposicion y eventos son
obtenidos al mismo momento, sus costos son
reducidos y la pérdida del seguimiento no es un
problema en estos estudios, sin embargo, es imposible
saber la secuencia temporal de eventos. En estos
estudios la prevalencia y no la incidencia es el principal
foco de atencién. En la figura 1b (6) se puede observar
como en los estudios transversales la exposicion vy el
desenlace son obtenidos en el mismo momento del
tiempo, asi la relacion temporal entre ellos es incierta.
Las ventajas y limitaciones de estos estudios se
resumen en la tabla 3.

Los estudios transversales también pueden
dar informacion sobre la relacién entre dos o mas
variables en un mismo grupo de sujetos, sin considerar
a una de ellas como dependiente de la otra, es decir,
sin asumir ninguna secuencia temporal, ni relacion
causa-efecto entre ellas, un ejemplo es la asociacion
entre las cifras de colesterol y la tensién arterial en
una muestra de sujetos, y otro ejemplo seria si la
obesidad es mds frecuente en mujeres que tienen
artritis, basados en que la carga de peso extra en las
articulaciones conduciria a la artritis o que la artritis
hace mas inactiva a las personas en forma involuntaria
y estos las hace mas propensas a la obesidad (5).
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Tabla 3. Ventajas y limitaciones de los estudios de Prevalencia
o de corte Transversal.

Ventajas Limitaciones
e
Permiten estimar

simultaneamente la i
X Se estudian los casos
frecuencia de la
prevalentes (pueden no ser
enfermedad y de la .
. representativos de todos los
exposicién o la .
. pacientes con la enfermedad al
probabilidad de que . . .
no incluirse los rdpidamente
una persona expuesta
letales).
presente la

enfermedad.

Pueden estudiarse
No se puede establecer la

multiples .
secuencia temporal de las

enfermedades

. ) variables estudiadas.
simultdneamente.

Son mas cortos y

econémicos que los o
Dificil de separar factores de

estudios longitudinales, B L.
riesgo y de prondstico.

ya que no requieren de
seguimiento.

IA4.- Estudio de vigilancia o de supervisién.
Estos estudios tienen como objetivo fundamental la
vigilancia a través de la observacion de una
comunidad, ésta puede realizarse mediante una
recoleccion sistematica, con analisis e interpretacidn
de los datos de salud a fin de planificar, implementar y
evaluar la practica de la salud publica. La clave esencial
en este caso es la prevencién y el control de los
problemas de una comunidad. Un ejemplo clasico de
los estudios de supervision o de Vvigilancia
epidemioldgica, fue la erradicacién y eliminacién de la
viruela en el mundo, con un extraordinario alcance en
la salud publica, cuando la inmunizaciéon en masa de la
poblacién mundial fallé6 en detener su transmision; la
correcta identificaciéon de los casos con la vigilancia y
supervision y de esta manera aplicacion de una
correcta inmunizacién de las personas susceptibles en
las comunidades, jugd un papel importante en el
control de esta enfermedad al identificar el vector no
humano (22). En un estudio de supervisién la vigilancia
que se lleva a cabo, puede ser pasiva o activa. La
vigilancia pasiva, es la obtenida a través de los
certificados médicos de mortalidad, mientras que la
vigilancia activa investiga la supervisién de los casos,
como por ejemplo la realizada utilizando multiples
métodos del reporte de muertes relacionadas con los
abortos durante el aio 1972, y publicado por el centro
de prevencién y control de enfermedades de los
Estados Unidos (CDC de Atlanta, USA). Una de las
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estrategias utilizadas en este estudio fue Ila
organizacion y formacion de profesionales en esta
materia a fin de identificar las posibles causas (5, 14).

La Indicacion de los estudios descriptivos es
recoger toda la informacion epidemiolégica sobre las
caracteristicas de salud, la utilizacion de los recursos
de salud o la satisfaccién en un problema médico en
particular, asi como conocer la prevalencia de una
condicion de interés como es una enfermedad crénica
para detectar la prevalencia de casos en estas
enfermedades, por lo tanto se puede estimar su
frecuencia y examinar la tendencia de la enfermedad
en la poblacién (23).

IB- Estudios ecoldgicos o poblacionales

Son estudios Descriptivos en los que la unidad
de analisis son poblaciones o grupos de personas
geograficamente bien delimitados (municipio, ciudad,
region, pais, etc.), en lugar de individuos. Son estudios
de correlacidon y permiten observar la asociacidon entre
la exposicion y el desenlace en poblaciones, en lugar
de observar a los individuos como tal (16). Analizan la
frecuencia de la enfermedad o problema de salud
desde una perspectiva colectiva-espacial muy bien
definida. Sus medidas son agregadas que resumen las
caracteristicas individuales de todos los miembros de
un colectivo. Por ej., la tasa de mortalidad por una
enfermedad, el nivel medio de consumo de un
nutriente o la situacién nutricional de la poblacion, el
consumo medio de alcohol, etc. De esta manera
muchos datos podrian recolectase y aplicarse en los
estudios de correlacion y asi se podria generar una
hipétesis para iniciar una investigacion en relacion a un
problema colectivo. La medida de asociacién que se
utiliza aqui entre la exposiciéon y el evento es el
coeficiente de correlacion r, que indica cuan lineal es la
relacion entre las dos variables, un ejemplo de este
estudio ecoldgico es la frecuencia de muertes por
enfermedad de las arterias coronarias, correlacionada
con el consumo per capita de cigarrillos (24), o la
determinacién de una relacién inversa entre las
ciudades con mayor nivel de radiacion solar y las tasas
de cancer de ovario (a mayor exposicidn a la radiacion
solar menor tasa de cancer de ovario) y las muertes
por cirrosis de higado y bebidas alcoholicas (25, 26)
Estos estudios ecoldgicos, sin embargo, tienen
limitaciones importantes, como es la falacia ecoldgica,
debido a la imposibilidad de generalizar o extrapolar la
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informaciéon obtenida a nivel de grupo hacia los
individuos. Es decir, las asociaciones observadas en los
datos agregados o colectivos obtenidos a nivel del
grupo, pueden no ser ciertas a nivel individual. Es un
tipo de error el dar por supuesto que todos los
miembros de un grupo muestran las mismas
caracteristicas a nivel individual. Este error se produce
cuando existen otros factores de riesgo asociados e
ignorados con la enfermedad, la cual no se distribuyen
por igual entre los individuos de los grupos que se
comparan dentro del estudio. Un ejemplo de ello seria
cuando se observa la frecuencia de muerte por
enfermedad de las arterias coronarias, la cual se
correlaciona con el nimero de equipos de televisidn
per cépita (14); se sabe que los equipos de television
no tienen ninguna relaciéon con la formacién de los
coagulos en las arterias coronarias, por esto se podria
argumentar que esto es una “falacia ecologica” (27,
28).

Otro ejemplo de falacia ecoldgica seria la data
recogida de un estudio al norte de california donde
exploraron la posible relacion entre la exposicion
prenatal al virus de la Influenza durante una epidemia
de esta enfermedad, que estuvo relacionada al
desarrollo de leucemia linfocitica aguda en los nifios
(29). Los datos presentados muestran la incidencia en
los niflos que no habian estado expuestos a esta
epidemia de influenza, con relacién a los nifios que
estaban expuesto durante la epidemia en el Utero de
las madres en su primer, segundo y tercer trimestre
del embarazo. Estos datos indican un alto riesgo
relativo para leucemia en los nifios que estaban en el
utero de las madres durante esta epidemia de
influenza, sobre todo en el primer trimestre. El autor
concluyé que habia una asociacién entre los
embarazos durante esta epidemia de influenza y la
leucemia en los descendientes. El problema aqui es
que estan faltando los datos individuales sobre la
exposicion a esta epidemia de influenza. Uno podria
preguntarle al investigador porqué no obtuvo los datos
de exposicion necesarios de los individuos
individuales. La principal razéon es que el investigador
usé los certificados de nacimiento y los datos de
registro de leucemia ya que ambos datos son
relativamente faciles de obtener. Asi, en este estudio
los datos recogidos no requieren seguimiento o
contacto directo con los sujetos en forma individual. Si
hay interés por esos datos ecoldgicos, se podria llevar
a cabo un estudio especificamente disefiado para
explorar la posible relacion entre la influenza prenatal
y la leucemia en forma individual, pero tal estudio
probablemente es considerado mas dificil de realizar y
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por supuesto mas costoso para obtener los datos
individuales.

Conociendo los diferentes tipos de Estudios
Descriptivos, se puede resumir su utilidad en tres
aspectos principales:

1.- Andlisis de tendencia: Permiten la
vigilancia de salud en el tiempo, es decir, permite
monitorizar la salud en una poblacién para una mejor
administraciéon de los servicios. Un ejemplo es la
deteccion de una epidemia internacional de
nacimientos multiples, prematuros y de bajo peso,
debido al incremento en el uso de las técnicas de
reproduccién asistida (30-33).

2.- Planificacion de cuidados de salud:
Ejemplo de ello son los estudios que han permitido
determinar que si se implementan de manera
oportuna las terapias antiretrovirales para pacientes
infectados por el VIH, se reduce el ingreso a los
hospitales de los pacientes infectados (34).

3.- Desarrollar hipétesis causal de los
eventos: Ejemplo de ello son los estudios clinicos que
han permitido detectar una asociacién entre las altas
concentraciones de oxigeno en las incubadoras y la
ceguera de los bebés. Este hallazgo ha conducido a
realizar estudios analiticos y posteriormente estudios
RCT, permitiendo asi la confirmacion de dicha
asociacion (35).

Los estudios descriptivos tienen fortalezas y
debilidades; entre sus fortalezas se destaca que a
menudo los datos son facilmente disponibles, por lo
que son estudios poco costosos y se usan en forma
eficiente, ademas de tener pocas dificultades éticas;
sin embargo, su principal limitacion es que la
asociacion temporal entre las causas putativas y los
efectos, no son claras o son inciertas, y que el
investigador podria extraer inferencias causales
cuando ninguna de éstas son posibles y generar
repercusiones negativas en el entendimiento de un
proceso o en la toma de decisiones (36).

La indicacion de los estudios ecoldgicos es
obtener informacién de la poblacién respecto a una
exposicion o un efecto de una enfermedad o dafio y su
relacion con factores de riesgo, por lo tanto, permiten
obtener tasa de incidencia o mortalidad

Il.- Estudios Analiticos

Los estudios analiticos se clasifican en
estudios de cohorte y estudios de casos y controles,
gue a continuacién se describen:
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IIA.- Cohorte

Es un estudio observacional en el cual los
sujetos con la exposicion de interés (por ejemplo
hipertensién) y los sujetos sin la exposicidon (sin
hipertensién), son identificados y seguidos en el
tiempo hasta que el desenlace ocurra (ejemplo
accidente cerebrovascular). A diferencia de los
estudios descriptivos los estudios de cohorte,
proceden de la secuencia ldgica de la exposicion hacia
el evento o desenlace, son prospectivos (figura 1b). El
estudio de Cohorte es un término militar en su raiz y es
similar a las cohortes de las legiones romanas que
avanzaban hacia adelante (figura 2a), asi, un estudio
de cohorte consiste en grupos de personas que estan
marchando hacia adelante en el tiempo, desde una
exposicion a uno o mas eventos (37) (figura 1b).

Si el grupo expuesto desarrolla una incidencia
de eventos mayor al grupo no expuesto, se podria
decir que la exposicidn esta asociada con el aumento
de riesgo de eventos en el grupo expuesto. En la figura
2b se exponen los diferentes tipos de estudios de
cohorte (37), con la finalidad de comprender mejor, ya
qgue tienen muchos sinénimos que tienden a crear
confusién como son: estudios de incidencia,
longitudinal, concurrentes, de seguimiento vy
prospectivos, pero la idea de los estudios de cohorte es
gue son estudios dirigidos hacia adelante.

a.- Mecanismos de recoleccion de la
informacion en los estudios de cohorte. Un aspecto

Estudio casos controles anidado

. Datos iniciales ylo
Poblacién { suero, orina u otros

~

[Desarrollé | | No desarrollé
enfermedad enfermedad
H .

Afios

T +
= hd - Subgrupo
Casos seleccionado
como
“Controles™

ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

,! E EXPOSICION
RETROSPECTIVO

EXPOSICION

'

EXPOSICION

crucial en los estudios de cohorte, es la manera de
recolectar la informacion; en estos estudios se
contempla el seguimiento a dos o mas grupos, desde
la exposicion al desenlace, si el grupo expuesto tiene
mas alta o mas baja la frecuencia de un desenlace que
el grupo no expuesto, se evidenciaria la asociacion
entre la exposicidn y el desenlace, asi la caracteristica
principal de estos estudios es el seguimiento de las
personas hacia adelante en el tiempo, desde la
exposicion al desenlace. La investigacion para esta
clase de estudio debe, por lo tanto, ir hacia adelante
en el tiempo, desde el presente hacia el futuro, o
desde un tiempo atras, donde se escoge la cohorte,
hacia el presente (figura 2b). Asi, el estudio de cohorte
se mueve en la misma direccion, aunque la obtencidn
de los datos no siempre sea asi. Por ejemplo, un
investigador que quiere estudiar si la causa de una
epidemia de nacimientos multiples es debido al uso de
técnicas de reproduccidn asistida mediante un estudio
de cohorte, el investigador selecciona a dos grupos de
mujeres: un grupo de mujeres sometidas a esa técnica
y otro grupo de mujeres no sometidas al
procedimiento, ambos grupos son seguidos en el
tiempo (hacia adelante) y asi se determina la
frecuencia de nacimientos multiples, este tipo de
estudio de cohorte es denominado: estudio de cohorte
concurrente (figura 2b). Alternativamente, para
resolver esta misma interrogante pudiera plantearse el
estudio de otra manera: el investigador pudiera buscar
en las historias clinicas anteriores de varios afios
aquellas mujeres que recibieron reproduccién asistida
y aquellas que no la recibieron con esa informacidn, se

DESENLACE

EXPOSICION DESENLACE

AMBIDIRECTIONAL

DESENLACE

TIEMPO

Figura 2. Descripcion de los estudios de cohorte. 2a. Cohortes de las legiones romanas que avanzaban hacia adelante. 2b Estudios de

cohorte. 2c. Estudios de casos controles anidado
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sigue en el tiempo hacia adelante para determinar el
desenlace o no de embarazos multiples y asi poder
identificar a aquellas mujeres expuestas y no
expuestas a la técnica de reproduccion asistida, y de
esta manera el estudio se mueve de la exposicién al
evento a través de los datos de registro que ocurrieron
antes del desenlace, este tipo de estudio es
denominado de cohorte retrospectivo (figura 2b). Otra
variante de los estudios de cohorte son estudios de
cohorte ambidirectionales, como lo indica su nombre,
la recoleccién de los datos se obtiene en ambas
direcciones; este estudio puede ser atil para
exposiciones que tienen desenlaces en corto o largo
tiempo. Si se utiliza el mismo ejemplo anterior sobre el
uso de las técnicas de reproduccidn asistida y su
asociaciéon con los nacimientos multiples y se desea
investigar otra variable, como es la relacidn con cancer
de ovario, que seria un efecto a largo plazo (38), el
investigador podria mirar hacia atras a través de las
historias para conocer sobre los nacimientos multiples
y ademas pudiera seguir a este grupo hacia adelante
para determinar si estas mujeres desarrollardan o no
cancer de ovario (figura 2b).

b.- Ventajas y desventajas de los estudios de
cohorte. Los estudios de cohorte tienen muchas
caracteristicas fascinantes:

1.- A través de ellos se puede determinar
tanto la incidencia como la historia natural de una
enfermedad (39), mediante la evaluacion de Ia
secuencia temporal entre la causa y el desenlace, ya
que el expuesto y el no expuesto estan libres del
evento al comienzo del estudio, particularidad que no
tienen los estudios de casos y controles o los estudios
transversales.

2.- Los estudios de cohorte son bastante utiles
en la investigacion de multiples desenlaces que
podrian producirse después de exponerse a un factor
de exposicion unico. Ejemplo de esto es el fumar
cigarrillos (exposicion) y la produccion de diferentes
desenlaces como son ACV, enfisema, cancer vy
enfermedades cardiovasculares.

3.- En los estudios de cohorte no se presenta
el sesgo de rellamado o “Recall”, que es muy comudn
en los estudios de casos y controles, y lo explicaremos
mas adelante (El sesgo se define como cualquier error
sistematico en el disefio o conduccién del estudio que
puede resultar en una distorsidon o error en estimar el
efecto de la exposicion sobre el riesgo de Ia
enfermedad).
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4.-Los estudios de cohorte son también utiles
en los casos de exposiciones raras o infrecuentes, un
ejemplo seria la exposicion a radiaciones ionizantes o a
productos quimicos en el ambiente laboral (Ej. en un
hospital), donde un gran numero de individuos
pertenecientes a esa institucion estdn expuestos, a
este producto, pero es bastante rara en la poblacion
general y de esta manera se pueden estudiar los
individuos sin asignar una exposicion  toxica,
evitandose el factor ético.

5.- Los estudios de cohorte también reducen
el sesgo de sobrevida, ya que en las enfermedades que
son rapidamente letales es bastante dificil de precisar
el factor causante.

6.- Estos estudios permiten el calculo de la
tasa o “rate” de incidencia, el riesgo relativo (RR) y la
Razoén de Peligro o Hazard Ratio (RP o HR), asi como
también determinar el riesgo atribuible o la diferencia
de riesgo, y el nimero necesario de tratar (NNT).

7.- Adicionalmente, permiten la
determinacidn del estudio de tablas de vidas y curvas
de sobrevida, a diferencia de los estudios de casos y
controles que no permiten determinar la tasa de
incidencia, pero si podrian determinar un riesgo
denominado razén de ventaja u odds ratio (OR), que es
una aproximacion al riesgo relativo o RR, pero solo en
los casos en que el desenlace sea bastante infrecuente
(menos del 5%) (40).

A pesar de todas las bondades descritas, los
estudios de cohorte tienen limitaciones importantes:

1.- Cuando se realizan los estudios de cohorte
se puede cometer el sesgo de seleccién, un ejemplo
seria investigar el efecto del ejercicio fisico sobre las
enfermedades cardiovasculares (CV), ya que los
individuos atléticos también pueden diferenciarse de
los sedentarios en otros habitos como: consumo de
cigarrillos, tipo de dieta y comportamiento antes las
enfermedades, por lo cual hay un sesgo en la seleccion
de los individuos atléticos en comparacion a los
individuos que no realizan ejercicio fisico en cuanto a
estas otras variables, las cuales deben ser tomadas en
cuenta (40). Ambos grupos deberian ser iguales en
todos los aspectos excepto por el factor de exposicion
de interés (en este caso el ejercicio fisico).

2.- El disefio que se usa en los estudios de
cohorte no es 6ptimo para enfermedades de muy baja
frecuencia, por ejemplo ciertos cdnceres o las de
enfermedades del coldgeno, ya que ambas
enfermedades toman mucho tiempo en desarrollarse.
Sin embargo, varios estudios de cohorte han tenido
una importante contribuciéon en el conocimiento de
enfermedades infrecuentes en los  estudios
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prospectivos de Framinghan Heart Study (41), nurse
Health Study (14) y Britisth Phisician Study (36).

3.- Otra importante limitacion es la
consecuencia de pérdida de seguimiento. Los estudios
longitudinales necesitan seguirse por largos periodos
de tiempo, a veces décadas para que finalicen o se
desarrolle el evento y tienen una probabilidad muy
importante de pérdida de seguimiento, y, si esta
pérdida se hace de manera diferente entre los
expuestos y los no expuestos, puede haber un sesgo
en su resultado final.

4.- También se evidencia que en la medida
que transcurre el tiempo, el estado de exposicion de
los que participan en el estudio puede cambiar. Un
ejemplo seria que una gran proporcion de aquellas
mujeres que utilizan anticonceptivos orales pueden
cambiar a usar aparatos intrauterinos en el tiempo y
asi cambiar el resultado final de estos estudios o
viceversa (42) resultando de esta manera en un sesgo.

c.- Consideraciones con los estudios de
cohorte: Cuando se piensa en desarrollar este tipo de
estudios, es importante que el investigador considere
los siguientes aspectos: 1.- éCudl es la poblacion que
tiene riesgo de desarrollar la enfermedad?. Todos los
participantes (expuestos y no expuesto) pueden estar
en riesgo de desarrollar la enfermedad o el desenlace
(39), por ejemplo, en el caso de evaluar el riesgo a
desarrollar enfermedad inflamatoria pélvica, debiendo
excluirse del estudio todas las mujeres con
esterilizacion tubarica, ya que este grupo no estd en
riesgo de desarrollar salpingitis (43). 2.- Definir
adecuadamente la exposicion. Para ello se requiere
definir desde el inicio del estudio y sin ambigliedades
cual es la exposicion y como se cuantificara el
desenlace, ademas establecer una escala que permita
su gradacién; ejemplo: definicion de un numero
minimo de cigarrillos para indicar exposicion vy
establecer los grados en el consumo (24). 3.- Seleccion
de los controles adecuados y apropiados. El grupo no
expuesto deberia ser similar en todos los aspectos al
grupo expuesto, excepto en la falta de la exposicion. El
grupo no expuesto puede provenir de un origen
interno, es decir de la misma area geografica o
ambiente (ej. de la misma sala del hospital) o de origen
externo, es decir de diferentes areas geograficas. En
los estudios de exposicién ocupacional, el hallazgo de
un nimero adecuado de empleados en la fabrica sin la
exposicion a veces es dificil, por lo que se deberian
escoger empleados que trabajan en otra fabrica muy
similar, de la misma comunidad pero sin el factor de
exposicion que se esta evaluando. Este es un factor
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importante, ya que en ocasiones se comete el error de
comparar la frecuencia de muerte por cancer
pulmonar entre trabajadores de una fabrica, con la
frecuencia general en las personas de la misma edad y
sexo pero proveniente de la poblacién, esto
representaria un sesgo debido a que se esta
comparando una poblacién laboralmente activa con
otra heterogénea (44). 4.- El desenlace debe
compararse en forma similar en ambos grupos. El
desenlace debe ser definido en forma clara, especifica
y de forma medible, asi como también debe ser
comparado de la misma manera para el expuesto y el
no expuesto, para evitar el riesgo de sesgo de
informaciéon o de rellamado (Recall). Deberia ademas
mantenerse el anonimato en aquellos en que se
determine el desenlace, de manera que se desconozca
el estado de exposicion de los participantes (ciegos a la
exposicion). La informacion del desenlace puede
provenir de multiples origenes; por ejemplo en los
estudios de mortalidad, a menudo es usada la muerte
certificada, aunque ésta informacion es clinicamente
valida, puede ser altamente variable. En el caso de la
fuente de los desenlaces no fatales, ésta puede
provenir de los records o las historias de hospitales, de
compafiias de seguro, registro de laboratorios,
registros de enfermedades, del examen fisico, etc. La
clave en estos casos es que el evaluador del desenlace,
desconozca cudles son los individuos expuestos y no
expuestos. 5.- El seguimiento de los participantes en el
tiempo en los estudios de cohortes es fundamental y
durante su disefio, esto debe ser uno de los pardmetros
mds criticos a considerar, para reducir al maximo las
pérdidas, ya que podria resultar en un sesgo
importante, en particular cuando la pérdida ocurre en
los individuos expuestos que presentan los desenlaces.
Una de las mejores maneras para evitar estas pérdidas
de seguimiento, seria obtener los nombres de varios
miembros de la familia o amigos, que no viven con los
participantes, desde el inicio del estudio, para asi,
poder contactarlos al momento que no podamos
encontrar al sujeto en estudio, o solicitar asistencia de
médicos de la familia o implementar cualquier otra
estrategia que permita su facil ubicacidon en caso de
mudanzas o reubicaciones.

d.- Variacion de los estudios de cohorte. Se
han descrito varias variantes de los estudios de
cohorte, que se describen a continuacion:

1.- Los estudios de series en el tiempo o los
estudios antes y después. En estos casos los
investigadores pueden tomar medidas en los
participantes expuestos y no expuestos, como por
ejemplo, tomar las medidas previa de la exposicién a
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un factor de riesgo en ambos grupos y luego se repite
la medida después de ser expuesto al factor de riesgo
con la finalidad de compararlos. En estos estudios no
deben modificarse las medidas que fueron asignadas
desde el inicio del estudio, es decir que un valor de
laboratorio asignado como alto al inicio, debe
mantenerse de igual manera hasta su finalizacién (45).
Otra particularidad de estos estudios de series son las
tendencias seculares, producidas por las estaciones,
las cuales podrian cambiar la frecuencia de las
enfermedades como por ejemplo los cambios
seculares en la aparicion de neumonias o diarreas, que
pudieran afectar los resultados y por Ultimo es
necesario conocer los periodos de lavados, para evitar
el efecto de las drogas o medicamentos con efecto
residual que se podrian mantener en el periodo inicial
de observacion (40)

2.- Estudios de casos y controles anidado. Los
estudios de cohorte algunas veces pueden generar
otros estudios, el mas frecuente es el estudio de casos
y controles anidados (44,46). Un ejemplo de este tipo
de estudio seria que desde el inicio del estudio de
cohorte, se tome una muestra de sangre a todos los
participantes y se almacene hasta su culminacién. Una
vez finalizado, los individuos que desarrollaron el
desenlace o evento de interés, constituirian los casos
del estudio anidado. Luego el investigador selecciona
las muestras en forma aleatoria, de todos los
participantes que no han desarrollado el desenlace de
interés (conformado el grupo control anidado) y en
ellos se realizan ensayos mas especificos, es decir solo
en los casos y controles tomados aleatoriamente y no
del grupo total inicial de cohorte expuesto y no
expuesto. Los controles son generalmente pareados
con los casos por las caracteristicas demograficas
como son edad y sexo (8,47) (figura 2c).

La indicacion de los estudios de cohorte es
ensayar hipétesis de causalidad y de riesgo, ya que la
exposicion precede al desenlace, por lo tanto, se busca
la causa de una enfermedad en la medicina clinica;
otra indicacion, es que permiten medir la incidencia de
una enfermedad o condicién, con la obtencidon de
tasas de incidencia de la enfermedad o condicién en
estudio, permitiendo Estudiar la Historia Natural de la
enfermedad desde su causa hasta el efecto que
produzca (23).
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11B.-Estudios de casos y controles

Este tipo de estudio es observacional, primero
se identifica un grupo de sujetos con cierto tipo de
desenlace o enfermedad y otro grupo control sin el
desenlace o evento y después se evalia en forma
retrospectiva en el tiempo (por ejemplo la historia
clinica) a fin de encontrar si fueron sometidos a una
exposicion o al factor de riesgo asociado con la
enfermedad en estudio o desenlace. Son estudios que
se utilizan para explorar enfermedades infrecuentes o
raras (6). En este tipo de estudio la direccién es hacia
atras, es decir se comienza con el evento, desenlace o
enfermedad y a partir de ahi, se mira hacia atras, en el
tiempo a fin de explorar la exposicion que pudo
desencadenar el evento. Como se evidencia en la
figura 1b, el investigador define a un grupo con el
desenlace (Ej. cancer de ovario o infarto del miocardio)
identificado como casos, y un grupo sin el evento o
desenlace identificado como grupo control. A partir de
este momento el investigador mediante diferentes
herramientas, como por ejemplo la revision de
historias clinicas, entrevistas u otro medio, determina
la prevalencia o la frecuencia de exposicion al factor de
riesgo, por ejemplo el uso de anticonceptivos orales o
hipertensién  arterial, respectivamente. Si la
prevalencia de exposicién es mas alta entre los casos
gue entre los controles, la exposicion estd asociada con
un aumento del desenlace o evento (6,48, 49) (figura
3a)

Debido a que en los estudios de casos y
controles falta el denominador en el célculo, es decir la
poblacién a riesgos, los investigadores no pueden
determinar o calcular la “rate” o tasa de incidencia,
riesgo relativo (RR), ni el riesgo atribuible (RA); en su
lugar pudieran determinar la Razén de Chance o
ventaja “Odds Ratio (OR)’que son medidas de
asociacion utilizadas en este tipo de estudios (27),
derivado de la probabilidad de que ocurra un evento o
enfermedad en los individuos a riesgo, contra la
probabilidad de que dicho evento no ocurra o no haya
ocurrido en los individuos sin el factor de riesgo.
Cuando la tasa o “rate” de incidencia o RR de un
desenlace particular en la poblacion de interés, es
relativamente baja (usualmente inferior al 5% en
ambos grupos, expuestos y no expuestos), aqui la OR
es considerada como un buen estimador del RR (48).
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Pasado o Presente Presente
a Poblacién
~i—
Exposicion | Exposicion | - Con
Si No .Desenlace Muestra de Desenlace
Casos CASOS
<€
Direccién del estudio
Poblacién
E .. E s s .é D sin
xposslfnon xpo:aon pu— Muestra de Desenlace
: ° Controles CONTROLES
Tiempo >
b Introducciéon al sesgo a través de una escogencia pobre del grupo control
CASOS SELECCION DE NO SESGO DE SELECCION
CONTROL REPRESENTATIVO

Pacientes admitidos
por CA de colony recto  Artritis

Pacientes admitidos

por CA de colony recto  Ulcera Péptica

Paciente admitido por

Paciente admitido por

El grupo control tiene
Alto grado exposicion
al AINES
El grupo control tiene
bajo grado exposicion
al AINES

OR Bajo Reduce
espuriamente el efecto
estimad

OR alto Aumenta
espuriamente El efecto
estimado

AINES: DROGAS ANTIINFLAMATORIAS NO ESTEROIDEAS

Figura 3. Estudios de casos y controles. 3a Relacion entre la exposicion y el desenlace. 3b Riesgo de sesgo en relacion

con el grupo control

Los estudios de casos y controles son ideales
para desenlaces raros los cuales tomarian largo tiempo
en desarrollarse, tales como las enfermedades
cardiovasculares o el cancer. La escogencia de los
controles debe ser similar a los casos en todos sus
aspectos, excepto en el desenlace, la escogencia de un
grupo control de manera inapropiado corre el riesgo
de arruinar este tipo de estudio. Adicionalmente, en
estos estudios puede ocurrir el sesgo del rellamado o
Recall, este sesgo se define como una mejor
recoleccion de exposicion entre los casos que entre los
controles, esta es una deficiencia de estos estudios y
es necesaria hacer uso de la memoria de exposicion.
Las epidemias de las enfermedades transmitidas por
los alimentos son los prototipos de los estudios de
casos y controles; por ejemplo en un buque o crucero
donde el universo completo de aquellos a riesgo de
una enfermedad es conocido, porque ellos han tenido
sintomas como vomitos, diarreas y nauseas, que en
este caso serian los casos, se preguntaria acerca de
una posible exposicion a un alimento y también se
investigaria en aquellos que no presentaron estos
sintomas (grupo control). Si una alta proporcion de
individuos enfermos reportan haber comido un
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alimento en particular, en mayor proporcion que
aquellos que estan sin los sintomas, entonces este
alimento se convierten en el factor sospechoso de los
sintomas (50).

a.-Ventajas y desventajas de los estudios de
casos y controles. Los estudios de casos y controles
son efectivos y eficientes para la investigacion de
enfermedades que tienen un periodo de latencia
bastante largo, como en el caso del cancer o
enfermedades cardiovasculares, es decir
enfermedades que requeririan de muchos afios de
seguimiento mediante estudios de cohorte. Los
estudios de cohorte pueden ser mas eficientes, cuando
la tasa o “rate” de exposicion es bastante baja, ya que
en los estudios de casos y controles los investigadores
necesitarian examinar muchos casos y controles, para
poder encontrar uno que haya sido expuesto al factor
de riesgo o de exposicion; por ejemplo, es realmente
impractico realizar en Africa estudios de casos y
controles donde se pretenda evaluar la relacion de los
anticonceptivos orales, con la transmision de VIH-1, ya
que su uso en Africa es bastante bajo.
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Como regla general se acepta que los estudios
de casos y controles son mas eficientes cuando la
incidencia de desenlace, es mas alta que la prevalencia
de exposicién. Otra de sus ventajas, es que para
realizarse ameritan menos tiempo, menos esfuerzo y
no son tan costosos como los de cohorte.

Se considera que la principal debilidad de los
estudios de casos y controles, es la escogencia
apropiado del grupo control. Se ha descrito que
existen dos importantes factores que afectan su
validez:

1.-La escogencia del grupo control y

2.- La forma como se obtiene la historia de
exposicion, lo que los hace ser mas vulnerables para
producir sesgo. Siendo estos aspectos factores criticos
para el buen desarrollo de estos estudios, a
continuacion se discutirdn mas a fondo:

b.- Seleccién de Casos y Controles:

1.- Grupo de casos Todos los casos de una
poblacién tedricamente podrian ser incluidos en un
estudio de casos y controles, sin embargo por razones
practicas solo una muestra es seleccionada, por lo que
la seleccién se convierte en un factor importante. Asi,
como aspecto inicial, deberia establecerse como se
seleccionard la muestra, a través de una definicidn
clara del desenlace que va a ser estudiado, incluyendo
por ejemplo sistemas de diagndstico clinico, resultados
de laboratorio y otros métodos a utilizar. Los
investigadores, ademas, deben detallar los criterios de
elegibilidad, tales como: rango de edad, localizacién
geografica de los casos (clinica, hospital o estudios
basados en una poblacién); se deberian reunir los
datos de casos de incidencia mas que de casos
prevalentes (51), y considerar también cambios del
patrén diagndstico que puede ocurrir en el tiempo, por
ejemplo, el diagndstico reciente es mas consistente,
gue el obtenido en periodos iniciales.

2.- Grupo control: este grupo debe
proporcionar el terreno basal de la exposicién
esperada en el grupo de casos y controles que se estd
estudiando, y deberia estar libre de enfermedad o
desenlace, pero a la vez, debe ser representativo de la
poblacién de riesgo, que eventualmente podria
convertirse en casos. La seleccion de los controles
debe ser independiente de la exposicidon que se esta
investigando. Un ejemplo hipotético seria un estudio
de casos y controles con drogas anti-inflamatorias
(AINES), para la prevencion del cancer (CA) de colon y
recto. El estudio mediria el uso previo de AINES por los
pacientes admitidos al hospital con (casos) y sin
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(controles) CA de colon y recto; si el grupo control
proviene de un servicio de reumatologia, pudiera esto
ser considerado como un sesgo, ya que los individuos
con artritis usan en forma mas frecuente los AINES que
la poblacidn general. Tal nivel alto de antiinflamatorios
en el grupo control va a afectar el calculo de la razén
de ventaja u OR, que probablemente serd
espuriamente baja, ya que los AINES reducen el riesgo
de CA en el grupo control, es decir que si el
investigador no selecciona el grupo control
independiente de la exposicion, va a dar como
resultado un sesgo en cualquier direccion (ver figura
3b) (51). También estan los estudios de casos y
controles con el sesgo de seleccion que es introducido
por la forma en la cual los participantes son escogidos
en un estudio. Los investigadores pudieran reducir el
sesgo de seleccidn por minimizar el juicio en el proceso
de su escogencia, por ejemplo, si el grupo de casos
incluye todos los individuos afectados en una region
geografica especifica, el grupo control podria
escogerse en forma aleatoria de la poblacidn general
de la misma darea de seleccion de los casos; un estudio
de casos y controles de este tipo seria la evaluacion del
uso de anticonceptivos orales y el CA de mama de
todas las mujeres de edad entre los 20- 54 afos
diagnosticadas recientemente y que viven en 8
diferentes areas geografica de Estados Unidos. Un
excelente grupo control (aunque no siempre factible)
serian las mujeres de la misma edad seleccionados en
forma aleatoria a través del discado telefénico y de las
mismas areas geograficas sin CA de mama (52).

c.- Medidas de informacion de la exposicién:
En los estudios de casos y controles los participantes
podrian no recordar con precisién la exposicidén
ocurrida especialmente en aquellas que han
acontecido mucho tiempo atrds, ademas, los casos a
menudo recuerdan mas la exposicidn a los factores de
riesgo a diferencia de los controles; esta diferencia de
recordar la exposicién es lo que se llama sesgo de
informacidn, de rellamado o Recall (49). Por ejemplo,
en el estudio de cédncer de mama y el uso de
anticonceptivos orales (52), el investigador pregunta a
las participantes por la exposicion previa a los
anticonceptivos orales, y las mujeres con el cancer de
mama podrian recordar mds que los controles, ya que
conocen que esta podria ser la causa de su cancer, y
asi identificarian claramente el anticonceptivo ingerido
como factor de riesgo del cancer de mama, por lo que
recordarian la ingesta de esta hormona mas facilmente
que el grupo control, a quienes se le dificultaria mas el
recordar si lo han ingerido. Este Sesgo de Recall o de
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rellamado generado por la exagerada relacién entre
los anticonceptivos y el cancer de mama no es facil de
eliminar, una forma de evitar este sesgo, es tratar de
que los investigadores que recogen los datos,
desconozcan si los sujetos son casos o controles (53).

d.- Control para las variables de confusion.
Un factor de confusion ocurre cuando el investigador
concluye falsamente que una exposicion particular es
la causa y que esta relacionada a la enfermedad, sin
haber realizado ningun ajuste para otros factores que
estan interviniendo y que son también conocidos
como factores de riesgo para esta enfermedad en
particular y por tanto, asociados a la exposicion. Los
estudios de casos y controles necesitan corregir los
sesgos de las variables de confusidn, sesgo que puede
ser tratado en la fase de disefio del estudio al restringir
o parear los casos con los controles. Pero el
investigador generalmente prefiere manejar este
sesgo en la fase de analisis de los datos con técnicas
analiticas, tales como regresiéon logistica o
estratificacion de las variables por la técnica de
Mantel-Haenszel (48, 49, 53).

Los estudios de casos y controles estudian los
factores de riesgo de una enfermedad en particular,
permitiendo de esta manera, estudiar los problemas
de salud que requieren un abordaje relativamente
rapido, como es el estudio de enfermedades con mas
de un agente etioldgico causal. Permiten comparar un
factor sospechoso o factor de riesgo de exposicion en
un grupo que ya tuvo el desenlace (caso) con respecto
a un grupo que no lo ha presentado (control), y de esta
manera poder examinar un sin numero de factores de
riesgo o de protectores (23).

11l.- Estudios experimentales

Los estudioes experimentales pueden a su vez
ser estudios no aleatorizados o cuasi- Experimentales y
Estudios antes-después (o pre-post), estos se
describen a continuacidn:

Ill. A.- Estudios no aleatorizados o cuasi-
experimentales:

Son estudios de evaluaciéon o de intervencion
sin asignacion aleatoria. En algunos estudios
experimentales a veces no se escoge la muestra en
forma aleatorizada en relacion a su exposicién, un
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ejemplo de estos estudios es la estrategia de
tratamiento o de prevencién, aqui en lugar de usar
técnicas aleatorizadas, el investigador utiliza a menudo
otros métodos tales como la asignacidén alternada (54).
Asi son los estudios de The US Preventive Service Task
Force (54) y Canadian Task Force on the Periodic
Health Examination (55), los cuales estan catalogados
como un estudio clase Il -1 (ver tabla 1) con menos
rigor cientifico que los estudios aleatorizados, pero sin
embargo son estudios analiticos. La ventaja de estos
estudios es que incluyen grupo de controles
recurrentes y tienen la precisién en catalogar los
desenlaces para ambos grupos, sin embargo no estan
exentos de sesgo ya que no fueron aleatorios

Los estudios cuasi-experimentales tienen
varias particularidades: 1.- Son estudios de
intervencion en humanos donde no se puede
manipular la exposicion; 2.- Como en cualquier
experimento hay una variable de ‘exposicion’ y de
‘respuesta’ y una hipdtesis a contrastar, pero no hay
aleatorizacion de los sujetos a los grupos de
intervencion, ni al grupo control; 3) No se puede
garantizar que los grupos comparados sean
equivalentes en los otros aspectos ademas de la
exposicion e intervencion, por lo que la validez interna
(que se refiere a si el estudio mide lo que realmente
debe medir) del estudio este comprometida.

Su indicacién es el uso de vacunas en una
poblacién expuesta a un agente téxico, asi como el
estudio de componentes nutricionales en personas
expuestas al riesgo de déficit nutricional.

11IB.- Estudios antes-después (o pre-post):

Estos estudios se caracterizan porque cada
individuo se compara consigo mismo, es decir, él es su
mismo control. Ejemplo de este tipo de estudios es la
evaluacion de la eficacia de la cirugia de cataratas en
un grupo consecutivo de pacientes, que se evallan
antes y después de la intervencion, y otro ejemplo es
el impacto de la normativa de restriccion de consumo
de tabaco en lugares publicos y determinacion del
numero de fumadores antes y después de introducir la
normativa (7).

IIIC.- Estudios experimentales clinicos aleatorizados
0 patrén de oro (RCT)

Los experimentos clinico aleatorizados (RCT)
son un tipo especial de ensayo clinico en el cual la
asignacion a la exposicion o intervencion es
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éComo saber si un tratamiento o intervencion es o no eficaz ?

Intervencién

Pacientes

> Resultados

Podemos medir el impacto las consecuencias
de haber aplicado la intervencién sobre los

pacientes a partir de las variables de resultado

Eficacia: resultados obtenidos en condiciones experimentales ideales (maximo control)
Efectividad: resultados obtenidos en condiciones de practica clinica real

| Nuevo tratamiento |

A 4
Grupo experimental Al Resultado

Q‘ | Enmascaramiento | |SegU|m|ento prospectivo |

Grupo control

| Asignacion aleatoria |

CSl Resultado

| Tratamiento control |

| Exposiciéon

» Efecto |

Figura 4. Estudios experimentales clinicos Aleatorizados o Patrén de oro. 4a Eficacia y efectividad de un estudio. 4b Ensayo

clinico aleatorizado y controlado

determinado por aleatorizacion o por puro chance. A
través de estos estudios se evita el sesgo de seleccidn
y de confusién. Este disefio se aproxima a un
experimento controlado sobre la base cientifica, se
asemeja a un estudio de cohorte en varios aspectos
con la importante excepcién de que en este caso, el
investigador asigna la o las exposiciones (ej. dar un
tratamiento u exposicion) en forma aleatoria (ver
figura 1a). Esta asignacién al azar permite confiar en
que la Unica diferencia entre los grupos de estudio,
seria quienes van a recibir la intervencion y quienes no
la van a recibir, y por lo tanto, cualquier diferencia
entre los grupos al final del estudio, es atribuida a la
intervencion aplicada (inferencia causal). Son disefios
elegantes, pero pueden tener sesgo aunque muy bajo
como cualquier otro tipo de estudio, sobre todo en la
determinacién del desenlace y cuando no es
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apropiadamente implementado. Una de sus fortalezas
es que elimina el sesgo de confusién en ambos grupos:
los conocidos y los desconocidos. En conclusion, si
estos estudios se aplican apropiadamente son
estadisticamente eficientes, libres de sesgo y utiles
para examinar los efectos (ver figuras 4a y 4b).
Ejemplo de estos estudios son los grandes estudios de
intervencion multicentrico, aleatorizados, que se
practican en diversos paises usando diferentes tipos de
intervencion o tratamiento en comparacién con un
grupo sin intervencion, con tratamiento placebo o que
reciben un tratamiento tradicional que ha sido
aplicado anteriormente, para saber si el nuevo
tratamiento o intervencidn es mas efectivo que el
placebo, o el tratamiento tradicional o el grupo sin
tratamiento.
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Estos  estudios también  tienen  sus
limitaciones, como es la validez externa, es decir, que
se puedan o no generalizar sus resultados a otras
poblaciones que son diferentes a las del estudio. Si los
RCT son apropiadamente realizados tienen buena
validez interna, ya que miden lo que realmente se
quiere medir, pero no gozan de validez externa que se
asocia con la extension que tiene un resultado
obtenido y su generalizacion a otras poblaciones. Otra
limitacién de estos estudios de RCT es que incluyen
solo voluntarios que aprueban un proceso de
“screening” antes de ser incluidos en el estudio, por lo
tanto, aquellos que son voluntarios en el estudio son
totalmente diferentes de aquellos que no lo son.
Ademas son Estudios muy costosos y no pueden ser
usados en algunos estudios donde hay exposicion a
sustancias dafiinas (toxina, bacterias u otras noxas),
por razones éticas (53).

Los estudios experimentales aleatorizados
estan indicados cuando se quiere determinar si las
modificaciones en una variable independiente (la cual
se encuentra bajo el control del observador) como
seria el medicamento que se va a estudiar o una
intervencion que se va a aplicar, asignada al azar,
puede  modificar algin  desenlace (variable
dependiente o variable desenlace) (23). Este estudio
constituye el primer paso para la investigacidon de una
sustancia o medicamento nuevo en el hombre.
También es usada para la investigacion que es
efectuada en seres humanos, con el fin de determinar
o confirmar los efectos clinicos, farmacoldgicos, y/o
demas efectos farmacodimanicos, y/o de detectar las
reacciones adversas de un nuevo medicamento.

En la Caja 1la se resumen la jerarquia de la
evidencia cientifica en donde los experimentos clinicos
aleatorizados y los metaanalisis ocupan la mejor
evidencia cientificas de todos los tipos de estudios y en
la caja 1b se evidencia los niveles de evidencia en la
investigacion clinica. Ver también figura la

IV.-Revision sistematica de la literatura vy
metanalisis.

Es un analisis estadistico cuantitativo de los
resultados de estudios separados, que han sido
obtenidos y examinados de origenes diferentes y han
conducido a un resumen cuantitativo estadistico de
sus resultados. Los metaandlisis tienen un componente
cualitativo (Ej. clasificacion de los estudios de acuerdo
a determinadas caracteristicas capaces de influenciar
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los resultados tales como su diseno, calidad de los
datos, asi como ausencia de sesgo y estado de
obtencion de los datos, si fueron completos o
parciales) y un componente cuantitativo (Ej. extraccidon
y andlisis de la informacién numérica, resumen de la
efectividad de los tratamientos) (56).

Este estudio se usa como un estimador
preciso de la magnitud del efecto y de la variacion del
mismo efecto en diferentes poblaciones estudiadas,
asi su indicacién es cuando se quieren explorar las
causas de variacién (heterogeneidad) entre estos
diferentes estudios, de intervencion sobre Ila
enfermedad y la salud, asi como sus riesgos basales
(23). Tambien en estos estudios de metaanalisis se
resume en forma valida y precisa la direccion y
magnitud de los resultados de multiples estudios
primarios.

V.-Estudios de analisis econémico.

Permiten llevar a cabo un analisis cuantitativo
de los costos y de los beneficios entre diferentes
alternativas existentes para el abordaje de un
problema clinico, por lo que se resume en una razon

a

Alta | Ensayos clinico aleatorizados |

Estudios controlados NO aleatorizados

Prospectivo
Controlado
Asigancion aleatoria
Enmascaramiento
Evaluacion objetiva

Calidad de la evidencia

Serie de casos

Datos derivados de multiples

NIVEL DE Ensayos Clinicos Aleatorizados o

EVIDENCIA A WEEELEINS

Datos derivados de Simple Ensayos
NIVEL DE Clinicos Aleatorizados o Estudios no
EVIDENCIA B Aleatorizados

Consenso de Opinion de Expertos y/o
NIVEL DE Pequefios Estudios , Estudios
EVIDENCIA C Retrospectivos o de Casos y
Controles ,Estudios Transversales y
Series de Casos

Caja 1. La jerarquia de la evidencia cientifica
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cuyo denominador son los desenlaces y cuyo
numerador son los costos, es decir, la razdn de costo-
efectividad; y se puede expresar como costo por
unidad de efecto en la salud o en beneficio econdmico
neto, tanto si la consecuencia como los costos son
llevados en unidades monetarias. Los analisis de costo-
efectividad comparan los costos de diferentes
métodos para obtener la misma efectividad, y los
analisis de costo- beneficio valoran los beneficios en la
salud en unidades monetarias y la comparan con los
costos de la intervencion (23).

Estos estudios econdmicos se indican cuando
se quiere conocer el Costo-Beneficio, Costo-Utilidad y
Costo-Efectividad de las diferentes intervenciones
aplicadas a los individuos y a una poblacion.

VI.- Estudios de farmacoepidemiologia vy
farmacovigilancia.

La Farmacoepidemiologia es la rama de la
epidemiologia que evalia el uso y el efecto de
medicamentos en un nimero grande de pacientes, por
lo que su finalidad es la evaluacién de la seguridad de
los medicamentos. La Farmacovigilancia es cuando los
estudios se realizan después de que la medicina ha
sido lanzada al mercado. Se definen las diferentes
fases que se sigue en la clinica para evaluar los
medicamentos. Los experimentos clinicos
aleatorizados son el pilar fundamental para Ia
evaluacion de la eficacia y efectividad de un
medicamento, sin embargo no son la mejor opcién
para evaluar los efectos secundarios, especialmente si
son poco frecuentes; en estas condiciones, los estudios
observacionales analiticos son de gran utilidad. Sin
embargo, dada la falta de aleatorizacién, es
imprescindible evitar sesgos y controlar el efecto de
factores de confusidn para obtener resultados validos.
Estos estudios son los que permiten establecer una
relacion causal entre efectos adversos y medicamentos
(23). La indicacion es conocer la efectividad,
farmacodinamia, distribucion vy toxicidad de las
diferentes sustancias y medicamentos que se
administran a la poblacién e individuos.

Como todos los estudios que se han expuesto
anteriormente tienen diferentes formas de evaluar los
desenlaces o las medidas de desenlaces o de eventos,
se realizard una revision de estas medidas de
desenlaces de los eventos.
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VII. Formas de medidas del desenlace.

La identificacion y la cuantificacion del
desenlace es ampliamente utilizado, sin embargo esta
terminologia es sumamente complicada para los
investigadores y sus lectores, ya que por ejemplo el
término tasa o “rate” (como la tasa de mortalidad
materna) ha sido con mucha frecuencia mal usada en
los articulos de las revistas cientificas y textos a través
de varias décadas, ya que a menudo es usada en forma
intercambiables con la de la proporcién y la razén (7).
En la figura 5a se presenta una clasificacion vy
definicion de estos términos (6) y en la figura 5c un
resumen de formulas Utiles para el calculo del
desenlace. A continuacion se tratara de analizarlos uno
a uno:

VIIA.-Proporcion.

Es a menudo utilizado como sindnimo de tasa
pero a diferencia de ésta, la proporcion no tiene el
componente en el tiempo, pero similar a la tasa, la
proporcion tiene el numerador incluido en el
denominador (57), es generalmente expresado en
porcentaje, y el numerador y el denominador tienen la
misma unidad, por lo que al dividirse queda eliminada
unidad de medida. Asi, en esta expresion queda una
dimensidn sin cantidad, es decir un nimero sin unidad.
Un ejemplo de proporcion es la prevalencia
identificada como un 27% de riesgo para tuberculosis,
este numero indica cuantos pacientes de la poblacion
estan a riesgo de esta condicidon, en un momento
particular (27%), ya que aqui no estd involucrada la
participacion de nuevos casos en un tiempo
determinado, y la prevalencia es mas propiamente
considerada como una proporcién que como una tasa.
Finalmente, es importante mencionar que ambas, la
tasa y la proporcion son consideradas como razones,
pero lo opuesto no es verdadero. En algunas razones el
numerador no estd incluido en el denominador, por
ejemplo en la razén de mortalidad materna, que
incluye mujeres que murieron de causas relacionadas
al embarazo en el numerador, sobre las mujeres con
partos de nacidos vivos, en el denominador
usualmente, 100.000; no todas las mujeres incluidas
en el numerador son incluidas en el denominador, por
ejemplo mujeres que murieron de embarazos
ectépicos no podrian ser tomadas como partos de
nacidos vivos por lo cual aqui esta la diferencia de
razon y tasa o “rate”.
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VIIB. Tasa.

Es la medida de la frecuencia de un evento en
la poblacion, tal y como se muestra en la figura 5a. El
numerador (aquellos con el desenlace o evento de la
tasa debe estar contenido en el denominador (que
comprenden todos aquellos con el riesgo del evento o
desenlace). Aunque todas las razones se caracterizan
por un numerador y un denominador, la tasa o “rate”
tiene dos caracteristicas que la identifica como son: el
tiempo y un multiplicador. La tasa o “rate” indica el
tiempo durante el cual el evento ocurre y tiene un
multiplicador comun de base de 10, produciendo asi
un numero en el tiempo. Un ejemplo de esta es la tasa
de incidencia, indicando el nimero de nuevos casos de
una enfermedad que ocurren en una poblacién a
riesgo sobre un intervalo de tiempo, por ejemplo la
tasa de 10 casos de cancer por 100.000 personas al
afio

VIIC. Razdn.

Es el valor obtenido por dividir un ndmero
entre otro (58), estos dos nimeros el numerador y el
denominador pueden estar o no relacionados. Basados
en las caracteristicas y su relacion entre del numerador
y el denominador, la Razdn a su vez puede dividirse en
dos grupos: 1.- Aquellos en el cual el numerador esta
incluido en el denominador la cual puede a su vez
considerarse como Tasa o “Rate” y Proporcién 2.- En
aquellos donde el numerador no estd incluido en el
denominador como es la razén de mortalidad materna
ver figura 5a

VIII. Medidas de asociacion.

Los tipos de medidas usadas para definir una
asociacién entre la exposicidn y el evento o desenlace
dependen del tipo de dato. Para datos con variables
categoricas el riesgo relativo (RR) y la odds ratio (OR) o
razon de ventaja o chance, son las mas cominmente
usadas y estas describen la relacidn entre la exposicion
y el desenlace o evento resultante. A continuacion se
discuten:

Riesgo relativo (RR). También llamado razén
de riesgo, muy util y se refiere a la frecuencia de
eventos que ocurren en el grupo expuesto dividido
sobre la frecuencia de eventos en el grupo no
expuesto. Si la frecuencia de eventos es la misma en
ambos grupos, el riesgo serd igual a la unidad,
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c
Presente Ausente
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Intervenido a b
Grupo c d
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Tasa de eventos en el control= c/(c + d)

Tasa de eventos en el grupo intervenido=a/(a+b)
Reduccién de riesgo absoluto (RRA): (c / c+d) — (a / a+b)
Riesgo relativo (RR): (a / a+b) / (c / c+d)

Reduccidén de riesgo relativo (RRR): 1 —RR

Odds ratio (OR): (a/b)/(c/d)

NuUmero necesario para tratar (NNT): (1 / RRA) x 100

Figura 5.5a Algoritmo para diferenciar la tasa, proporcién y razén 5b:
En el estudio de caso control. La odds ratio puede ser usada para
aproximarse al riesgo relativo sobre la asuncién de que la enfermedad

es rara. 5¢c. Férmulas utiles en los desenlaces.

indicando que la asociacion de eventos en ambos
grupos es la misma. Por contraste, si el evento o
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desenlace es mas frecuente en el grupo expuesto que
en el no expuesto, la riesgo serd mayor a la unidad,
esto implica que existe un aumento del riesgo
asociado en el expuesto e inversamente si la
frecuencia de eventos o enfermedad en el grupo
expuesto es menor con relacion al no expuesto luego
el riesgo relativo sera menor que la unidad, lo cual
implica un efecto protector de la exposicion. El RR se
utiliza en los estudios de cohortes, esta razon de riesgo
es definida como la razén de la incidencia de
enfermedad en el grupo expuesto dividido por la
incidencia de enfermedad en el grupo no expuesto
(ver figura 5b). EI RR puede ser calculado en los
estudios de cohortes como son por ejemplo el estudio
del Corazén de Framinghan donde los sujetos con
cierta exposicidn tal como hipertensidn,
hipercolesterolemia fueron seguidos
prospectivamente  para  saber los  eventos
cardiovasculares en sujetos con o sin exposicion. La
incidencia de eventos cardiacos en los sujetos con y sin
exposicion era luego usada para calcular el RR vy
determinar si la exposicion era un factor de riesgo en
la produccidén de estos eventos. (37, 39, 54).

Razon de chance o ventaja o razon de
productos cruzados u odds ratio (OR). La OR tiene un
significado diferente segln sea el tipo de estudio. En
estudios de caso control, se utiliza como medida de
asociacion, e indica el chance de exposicién en el
grupo de casos o con la enfermedad, dividido entre el
chance de exposiciéon en el grupo control. Como se
describe arriba, los sujetos son seleccionados sobre la
base del estado de la enfermedad en el estudio de
casos y controles, por lo tanto no es posible calcular la
frecuencia o tasa de desarrollo de una enfermedad
dada que no se conoce la presencia o la ausencia de la
exposicion, asi la OR es a menudo usada como una
aproximacion del riesgo relativo en los estudios de
casos y controles. Ejemplo de ello, es un estudio de
casos y controles realizado para evaluar la relacién de
la ingesta de azucar artificial y el cancer de la vejiga. La
razon de chance o de ventaja (odds) de azucar artificial
consumida en los casos y controles, fue usada para
calcular la razén de ventaja u odds ratio y asi
determinar si la azucar artificial estaba asociada con el
cancer de vejiga. Sobre la asuncién de que esta
enfermedad en considerada que es bastante rara (CA
de vejiga), la razén de ventaja da un estimado estable
no sesgado del riesgo relativo (figura 5b).Tambien la
razon de ventaja es usada en losl estudio casos vy
controles anidado dentro de un estudio de cohorte
también se aproxima al riesgo relativo aun cuando la
asuncién de la enfermedad rara no es mantenida. Si en
los estudios de los casos y controles tienen la misma
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OR o0 razén de chance de tener el evento en los
expuestos a la exposicion, y en los no expuestos
entonces la OR serd igual a unidad, lo cual indica que
no tiene ningun efecto. Si los casos tienen mayor
chance de eventos en el grupo expuesto a la
exposicidon que los no expuestos o controles, luego la
OR sera mayor de la unidad, lo que implica un riesgo
mayor asociado a la exposicidn, similarmente si la OR
es menor de la unidad indica un efecto protector de la
exposicion.

La OR puede ser calculada también en los
estudios transversales, asi como los de de cohorte y en
los experimentos clinicos aleatorizados o RCT. Aqui la
OR o razén de ventaja de eventos es la razon a favor
del desenlace en el expuesto frente al no expuesto. De
la misma manera la OR es utilizada en los metaanalisis,
en donde tenemos reunidos muchos estudios los
cuales se totalizan en forma de OR total. Sin embargo
hay que hacer la aclaracién de que la OR no indica el
Riego Relativo (RR), cuando la proporcion del
desenlace es mayor del 5 al 10% , por lo tanto este
término tiene poca relevancia clinica o significado
cuando la tasa de incidencia es alta (57).

La OR en los estudios de casos y controles, es
definida como el chance de que ocurra o haya ocurrido
un evento o una enfermedad en el grupo expuesto al
riesgo dividido, sobre el chance de que dicho evento o
enfermedad no haya ocurrido en el grupo no expuesto
o grupo control (ver figura 5a). Como se describid
anteriormente, los sujetos son seleccionados sobre la
base de la enfermedad en los estudios de casos vy
controles, por lo tanto no es posible calcular la
frecuencia de desarrollo de la enfermedad dado que
no sabemos si hay la presencia o la ausencia de
exposicidon. Asi la OR es a menudo usada para
aproximarse al riesgo relativo en estudio de casos y
controles en el cual la frecuencia de la enfermedad es
menor al 5%.

En la figura 5b podemos observar que si la
enfermedad es rara, tal que A es mucho menor que By
C también es mucho menor a D entonces A/(A+B) se
aproxima a A/B y C/(C+D) se aproxima a C/D, en esta
situacion el riesgo relativo es igual a (A/B)/(C/D) el cual
al desarrollar esta expresion nos resulta (A x D)/(B x C)
que es igual a la OR.

La razén de ventaja o chance es un concepto
probabilistico, intimamente relacionado con Ia
probabilidad siendo el cociente de la probabilidad (p)
de que un evento suceda con respecto a la
probabilidad de que este evento no suceda (1-p)
resultando que la OR de un evento es igual a p/ (1-p).
Este cociente, se puede expresar como un numero
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entero tal como “Oportunidad” o ventaja que son
observado en los juegos de azares tal como obtener 1
en 6 al lanzar un dado, pero para fines técnicos la
divisidn se puede realizar para alcanzar un niumero real
positivo dando este cociente 1/6 = 0.166. También la
razon de oportunidad o ventaja son el cociente de no-
ocurrencia a ocurrencia de un evento. Si el cociente de
ocurrencia de una enfermedad es 1/10 = 0,1 (10%) que
es igual en chance a 1 en 9 o lo que es lo mismo al
chance 1/9=0,11, por lo tanto el cociente de no
ocurrencia tendra una probabilidad de 9/10= 0,9 (90%)
y el chance de no ocurrencia serd de 9/1 =9.

Existen otras medidas como: 1) Riesgo
absoluto. El RR y la OR no permiten una medida de
riesgo para compararla con el estandar o control en
forma absoluta Sin embargo algunas veces es deseable
conocer el riesgo absoluto. Por ejemplo un 40% de
aumento del riesgo en enfermedad cardiaca debido a
una particular exposicion, no nos permitird saber la
probabilidad que la exposicion en un paciente
individual conduzca a la enfermedad cardiaca. 2)
Reduccion del riesgo atribuible (RRA) o diferencia de
riesgo (DR). Es una medida absoluta de riesgo y esta
representa por el exceso de riesgo de enfermedad en
aquellos expuestos tomando en consideracidon la
frecuencia basal de la enfermedad. El riesgo atribuible
es considerado y definido como la diferencia entre la
tasa de incidencia de eventos del grupo expuesto
frente al grupo no expuesto: DR O RRA = RR EXPUESTO
- RR EN EL NO EXPUESTO. 3) El riesgo atribuible a las
poblaciones es usado para describir el exceso de
frecuencia de la enfermedad en la poblacién total
estudiada de los individuos expuestos y los no
expuestos que se atribuyen a la exposicion. Esta
medida es calculada por multiplicar el riesgo atribuible
por la proporciéon de individuos expuestos en la
poblacién: RA POBLACION= RRA O DR x proporcidn de
expuestos en la poblacion. 4) Numero necesario de
tratar (NNT). Es el numero de pacientes que
deberiamos tratar para prevenir un evento adverso o
una muerte, enfermedad o una recaida y es a menudo
usado para presentar los resultados en los
experimentos clinicos aleatorizados Este NNT es el
reciproco de la Reduccidn del riesgo absoluto o RRA o
la DR y es igual a: NNT= 1/ RRA = 1/ (RRA Control —
RRA Expuesto o Tratado) este denominador es igual a
la frecuencia o rata de eventos adversos absoluto en el
grupo placebo menos la rate de eventos adversos
absoluto en los pacientes tratados. También se puede
representar asi: 100/RRA (donde el RRA estd
representado en %) o también 1/RRA (cuando el RRA
esta representado como proporcion).
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Esta medida puede ser usada en estudios de
intervencion incluyendo grupos tratados y en grupos
de prevencion. El estimado para el NNT esta sujeto a
considerables error y es generalmente presentado con
intervalos de confianza al 95% para que ser
interpretado correctamente. 5) Nimero necesario de
dafio (NNH). Es el nimero de pacientes que deberias
ser expuesto a un factor de riesgo o tratados sobre un
periodo especifico de tiempo para que se produzca un
efecto colateral o de dafio en un paciente. En otras
palabras ocurrencia de enfermedad, reaccién adversa
o recaida Un ejemplo seria si uno espera que 5
pacientes de 100 pacientes presenten fatiga como
efecto colateral adverso cuando reciban un beta
bloqueantes entonces uno deberia de tratar 20
pacientes para causar un efecto colateral de fatiga
luego el NNH es 20 que es igual 100/ 5 . Mientras
menor es el NNH peor es factor de riesgo o el
tratamiento que estd recibiendo, es un factor de
detrimento de los factores de riesgo o de un
tratamiento recibido y es igual a 1 / (RRA en el
expuesto o tratado — RRA en el no expuesto o no
tratado) también es igual NNH = 1/Aumento de RA
(Riesgo en el tratado- Riesgo en el placebo o no
tratado)

En resumen el RRA nos da una buena
apreciaciéon del efecto en cuanto a su real magnitud,
pero por tratarse de una medida absoluta sélo es
aplicable al grupo en estudio que tiene ese riesgo
basal. Y la RRA y la RRR tienen cualidades distintas y
complementarias que nos permiten valorar mejor la
magnitud del efecto de una intervencién determinada
y, por lo tanto, ambas merecen ser consideradas.

El NNT tiene la ventaja de darnos una idea
mas tangible y aplicable a la clinica respecto de la
efectividad de un tratamiento, ya que nos entrega un
valor en términos de pacientes y no solamente un
numero

IX.- Intervalos de confianza y niveles de
investigacion.

Intervalos de confianza (IC). Para decidir
sobre la efectividad de una intervencion en un estudio,
no basta con aceptar el estimador puntual (point
estimate) del resultado del estudio, pues como
recordara, si Ud. repite 100 veces el mismo
experimento, las 100 veces obtendra resultados
similares, pero no iguales. En términos clinicos simples
el IC de un estimador puntual es el intervalo dentro del
cual caerd el estimador puntual la mayoria de las veces
gue se repita el experimento. Por convencion el mas
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utilizado es el Intervalo de Confianza del 95 %, es decir,
el intervalo dentro del cual estard el resultado 95
veces de cada 100 experimentos. El IC es por tanto la
forma de establecer la precision del resultado
(estimador puntual). Siempre debe fijarse en la
amplitud del intervalo: los intervalos mas estrechos
nos dan mayor precisidn, los intervalos demasiado
amplios nos dejan mas incdmodos, asi debe tener
presente ademds que mientras mas amplitud se
evidencie en los IC, menor precision existe en los
resultados y viceversa. Pues son resultados poco
precisos. Es asi como para un mismo resultado de RR,
nuestra seguridad (precisién) en la interpretacién
depende del IC, ademds de dar alguna idea de la
relevancia clinica del resultado mas alld de la
significacion estadistica de este estos .IC reflejan la
precision de un resultado de un estudio y el rango de
valores para la variable, tal como para la proporcidn,
RR, OR, que tienen una probabilidad especificada por
el intervalo de contener el valor verdadero de la
poblacién entera, de donde la muestra ha sido
extraida. Aunque el 95% de IC son los mas
comunmente usados, otros tal como 90 % y el 99%
pueden también ser utilizados (39). Para una RR o OR
al 95 % el cual no incluye a la unidad, permite decir
que la diferencia es significativa a un nivel de
significacion del 0,05 o al 5%, (57)

Niveles de investigacion. Seria necesario en
este momento de la revision tal como lo sefala Dr.
Supo en su sitio web de hablar de las niveles de la
investigacion  clinica la cual la podriamos
esquematizarla como al imaginamos como una
escalera de 6 peldafios, el transito a través de estos
peldafios es lo que se denomina lineas o niveles de
investigacion como es mostrado en la caja 2, y que
podriamos definirlo de la manera creciente de cada
peldafio asi (60):

1..- Exploratorio: Se plantean cuando no
existe un cuerpo tedrico abundante que ilumine el
estudio de un fendmeno observado; y los resultados
que se obtengan sean un aporte al reconocimiento e
identificacion de los problemas. No hay preguntas que
conduzcan a problemas precisos, se exploran areas
problematicas. Se trata de una investigacion
cualitativa; por lo que no se requiere de manejo
estadistico.

2.- Descriptivo: Describe fendmenos sociales
o clinicos en una circunstancia temporal y geografica
determinada. Desde el punto de vista cognoscitivo su
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Caja 2. Niveles de investigacion.

finalidad es describir y desde el punto de vista
estadistico su propodsito es estimar parametros. La
estadistica consiste en estimar frecuencias y/o
promedios y otras medidas univariadas. Ej. Los
estudios de frecuencia de la enfermedad: Incidencia y
Prevalencia.

3.- Relacional: No son estudios de causa y
efecto; porque las pruebas estadisticas solo
demuestran dependencia entre diferentes eventos;
aqui podemos encontrar los estudios de asociacion sin
relacion de dependencia, y las correlaciones espurias.
La estadistica es bivariada, podemos hacer
asociaciones y medidas de asociacidn; correlaciones y
medidas de correlacién. Ej. Chi Cuadrado y R de
Pearson.

4.- Explicativo: Su finalidad es explicar el
comportamiento de una variable en funcion de otra(s);
aqui se plantea una relacion de causa-efecto, y tiene
que cumplir otros criterios de causalidad (Bradford
Hill); requiere de control tanto metodolégico como
estadistico.La estadistica multivariada; tiene por
finalidad descartar asociaciones aleatorias, casuales o
espurias entre la variable independiente vy
dependiente. Ej. Chi 2 de Mantel - Haenszel.

5.- Predictivo: Se encarga de la estimacion
probabilistica de eventos generalmente adversos,
como puede ser las complicaciones de la enfermedad,
la mortalidad, etc. La linea investigativa debe haber
pasado previamente por los otros niveles.Se aplican un
conjunto de técnicas estadisticas. Ej. La validacion de
una prueba diagndstica requiere: Alfa de Cronbach,
indice Kappa, ANOVA, Curvas ROC.

2013; 2(2): 76-99. Avan Biomed.
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PRO Y CONTRA DE LOS ESTUDIOS DE PREVALENCIA O
DE CORTE TRANSVERSAL

* Fortalezas

Permiten estimar simultdneamente la
frecuencia de la enfermedad vy la
exposicion o la probabilidad que una

persona expuesta presente la
enfermedad
Puede estudiarse multiples

enfermedades simultaneamente

Son mas corto y econdmicamente
mas baratos que los estudios
longitudinales

Debilidades

Se estudian los casos prevalentes
(pueden no ser representativos de
todos los pacientes con la
enfermedades al no incluirse los
rapidamente letales)

No se puede establecer la secuencia
temporal de las variables estudiadas
Dificil de separar los factores de
riesgos con los factores prondsticos

PRO Y CONTRA DE LOS ESTUDIOS OBSERVACIONALES

FORTALEZAS

Puntos finales duros
clinicamente  importantes vy
posibles

Cohortes grandes que permiten
eventos

la  recoleccion de
infrecuentes

Poblaciéon no seleccionada de
consecutivos -
todos los

pacientes
generalizables  a
pacientes

Reclutamiento Rapido
Muy baratos

DEBILIDADES

Factores de confusion

ajustar  por modelos
complejos

Calidad de los datos no son tan buenos
Variables faltantes - por selecciéon no
deseable

imposible de
estadisticos

Monitoreo limitado

Andlisis estadisticos avanzados y
multivariable lo cual son dificil de
comprender

PRO Y CONTRA DE LOS ESTUDIOS EXPERIMENTALES

ALEATORIZADOS
* FORTALEZAS * DEBILIDADES
*  Muy caro
Estandar de oro para los ensayos ) gl(;;eesaitr?:s y cfr;ggletartlfsmpo para

clinicos comparativos

Puntos finales de importancia
clinica - puntos finales duros
posibles

Elimina las diferencias basales entre
los grupos o no son distinguibles
Datos de alta calidad con un
monitoreo apropiado

Se la adjudican los eventos

Poblacion altamente seleccionada

A menudo provienen de centro de
estudios seleccionados

A menudo son financiados por
industria — por lo cual solamente
estudios econdmicos podrian ser
realizados

A menudos los puntos finales son
sustituto  como  por  ejemplo
revascularizacion de la lesion blanco
versus angina o infarto del miocardio

Caja 3. Resumen sobres las ventajas y debilidades del los estudios mas
importante en la literatura médica y cientifica

Avan Biomed. 2013; 2(2): 76-99.

la vida cotidiana o a controlar situaciones practicas.
Puede ser programatica o no programatica, de manera
gque enmarca a la innovacion técnica, artesanal e
industrial como la propiamente cientifica.

Las técnicas estadisticas apuntan a evaluar el
éxito de la intervencién, como medidas de impacto
sobre los principales indicadores de salud: tasas,
coberturas, rendimiento, etc.

X. Conclusiones.

Comprender qué clase de estudio ha sido
realizado seria un prerrequisito para poder evaluar y
comprender los articulos de una investigacion. La
investigacion clinica y epidemioldgica puede ser
dividida en OBSERVACIONAL Y EXPERIMENTAL (en la
caja 3 se resumen ventajas y desventajas de cada uno
de los estudios) Los estudios observacionales como
son los estudios descriptivos que es un acercamiento
inicial a los nuevos eventos y condiciones Esos estudios
generalmente enfatizan la caracteristicas de nuevas
enfermedades o valoran el estado de salud de una
comunidad. La administracién de la salud usados en
los estudios descriptivos es un tendencia a monitorizar
y los planes para los recursos de la salud. En contraste,
los epidemidlogos y los clinicos generalmente utilizan
los reportes descriptivos para investigar las pistas de la
causa de las enfermedades generando hipdtesis Los
estudios observacionales son ulteriormente
categorizados en aquellos sin o con grupo de
comparacion. Solo los estudios con grupos de
comparacion o grupo control permitirdan a los
investigadores evaluar la posible asociacion causal y de
aqui surgen los estudios analiticos como son los
estudios de casos y controles y los estudios de
cohortes un hecho que a menudo es olvidado o
ignorado por los investigadores. Desenlaces o eventos
dicotémicos de los estudios deberian ser reportados
como medidas de asociacion como son las
proporciones, las tasas y las razones, asi como sus
riesgos relativos, con sus intervalos de confidencia; las
cuales son a menudo mas informativas que las pruebas
de hipodtesis con valores arbitrarios de p menor de 0,05
gue no tienen bases en medicina cientifica y deberian
ser rechazados y solo aceptarlos si tienen su intervalo
de confianza. Los reportes de los estudios de cohorte y
casos controles deberian identificar y describir los
posibles efectos de sesgos y el investigador deberia
también medir y controlar los posibles factores de
confusién
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tenemos a

Por ultimo en esta revision nos permite saber
que los estudios experimenta son una de las mejores
evidencia de los estudios cientificos y en esta categoria
los estudios no aleatorizados y los
aleatorizados (RTC), estos ultimos son los estudios de
standard de oro de todos estos estudios cientificos,

con sus diferentes varianzas.
También en la parte final de la revisidn se
trata de explicar en forma detallada los niveles de

investigacion que le da una orientacion al investigador

apropiado; asi como también para aquellos que leen
articulos de investigacion, darle el peso apropiado a los
datos que se recogen y las conclusiones que se
obtienen de estos disefios ,y de esta manera apoyar o
reforzar o no los datos que son apropiados y sélidos,
para poder estimular la formulacién de hipoétesis y

realizacién de nuevos trabajos cientificos.

de cuales son las lineas de investigacion en el campo
cientifico.
Por lo tanto los beneficios de esta revision son

multiples como es la utilidad de conocer la clasificacidn
de los disefios, permitirle a los individuos que van a

hacer investigacion la mejor elecciéon de un disefio
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Resumen

El tumor sdlido pseudopapilar de pancreas es una neoplasia de bajo grado de malignidad, de etiologia incierta y
relativamente raro con una incidencia de 0.2 a 2.7% entre los tumores de pancreas exocrino. Se presenta con mayor
frecuencia en mujeres jovenes, siendo muy raro en varones, y existen pocos casos de mortalidad asociados a éste tumor.
Pueden encontrarse incidentalmente o dar sintomas abdominales inespecificos. Presentamos el caso de paciente femenina
de 16 afios de edad, quien consultd por saciedad temprana y dolor abdominal tipo cdlico en epigastrio e hipocondrio
derecho. Se realizdé endoscopia digestiva superior puncion con aguja guiada (PAF) guiada por ultrasonido endoscépico de
lesidon quistica en cola de pancreas, con hallazgos compatibles con tumor sélido pseudopapilar de pdncreas. Se realizo
Pancreatectomia corporo-caudal con estudio de biopsia, los cuales confirmaron el diagndstico preoperatorio. El tumor
solido pseudopapilar pancredtico incluye entre sus manifestaciones clinicas dolor abdominal, sensacién de plenitud o
saciedad temprana, masa abdominal, nauseas y vomitos, entre otras. La tomografia axial computarizada puede revelar
masa heterogénea grande y encapsulada. El diagndstico definitivo se realiza con el estudio histopatoldgico y el tratamiento
de eleccidn es la cirugia, la cual por si sola tiene un nivel elevado de curacion.

Palabras clave

Tumor sdlido pseudopapilar, dolor abdominal.

Abstract

Solid pseudopapillary tumor of the pancreas is a neoplasm of low malignant, of uncertain etiology and relatively rare with
an incidence of 0.2 to 2.7% between exocrine pancreatic tumors. It occurs most often in young women and is very rare in
men, and there are few cases of mortality associated with this tumor. May be found incidentally or give nonspecific
abdominal symptoms. We report the case of a female patient aged 16, who consulted with early satiety and cramping
abdominal pain in epigastrium and right hypochondrium. Upper gastrointestinal endoscopy was performed and a
endoscopic ultrasound guided fine needle aspiration of the cystic lesiom was performed, with findings consistent with
pancreatic solid pseudopapillary tumor. Pancreatectomy was performed porated-flow with biopsy study, which confirmed
the preoperative diagnosis. Solid pseudopapillary tumor pancreatic includes among its clinical manifestations abdominal
pain, fullness or early satiety, abdominal mass, nausea and vomiting, among others. Computed tomography may reveal
large encapsulated heterogeneous mass. The definitive diagnosis is made by histological study and treatment of choice is
surgery, which alone has a high level of healing.
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Solid pseudopapillary tumor, abdominal pain.
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Introduccion

En el pancreas, tanto exocrino como
endocrino, pueden desarrollarse diversos tipos de
tumores, tanto benignos como malignos. (1) La mayor
parte de los tumores del pancreas exocrino, son
neoplasias glandulares sélidas y malignas, a las que se
designan con el término de carcinoma de pancreas. No
obstante, algunos de ellos son quisticos, en cuyo caso
pueden ser lesiones benignas, limitrofes, o malignas
que representan el 5% de todas las neoplasias
pancreaticas. (2) En 1970, Hamoudi et al informaron
de un tumor asintomatico de la cabeza del pancreas en
una nifa de 12 afios de edad, tratado mediante
extirpacion radical y evolucion satisfactoria; hicieron
notar las caracteristicas microscopicas del tumor, y la
ausencia de diferenciacion exocrina y endocrina,
propusieron un origen ductal y para describirlo
acufaron el término “neoplasia epitelial papilar del
pancreas”. El primer informe de este tumor fue de
Frantz en 1959, lo llamé tumor papilar del pancreas,
benigno o maligno, y establecié que podia ser mas
bien un cancer en opinion del patélogo. (2,3) En 1981,
Kloppel y colaboradores reportaron un total de 5
casos. Para 1999, Lam y colaboradores realizaron una
revision retrospectiva de la bibliografia y sumaron 452
casos publicados. (3) En 1996, la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) nombrd la patologia como “tumores
pseudopapilares del pancreas”, de acuerdo con la
clasificacion internacional de tumores del pancreas
exocrino.

Se presenta un caso de tumor pseudopapilar
de pancreas diagnosticado en el Instituto Auténomo
Hospital Universitario de los Andes Mérida; por ser
ésta una neoplasia pancreatica benigna de muy baja
incidencia a nivel mundial, con escasos reportes en
nuestro pais.

Caso clinico

Se describe el caso de una paciente femenina
de 16 afos de edad, natural y procedente de Mérida,
Venezuela, que presentd dolor abdominal en
epigastrio e hipocondrio derecho tipo célico, motivo
por el cual fue referida a consulta de
gastroenterologia. Al examen fisico, se encontré en
buenas condiciones generales, abdomen con ruidos
hidroaéreos presentes, blando, depresible y doloroso a
la palpacion en epigastrio e hipocondrio derecho, sin
visceromegalias. Los exdmenes de laboratorio se
encontraron dentro de los pardmetros normales. El

Avan Biomed. 2013; 2(2): 100-3.

Ecosonograma abdominal se describié una lesion
ocupante de espacio (LOE) hipoecogénica (patron
sélido) de borde neto, bien definido de
aproximadamente 59 x 51 mm en epigastrio y
mesogastrio, entre pared posterior de estomago vy
cuerpo y cola de pancreas, reportandose como:
leiomioma gastrico vs. tumor de cola de pancreas. En
la Tomografia Axial Computarizada (TAC) abdominal se
identificé LOE de 5x6cm, redondeado, de bordes bien
definidos con captacion de contraste endovenoso, que
parece hacer cuerpo con el pancreas, con pérdida de
los planos de clivaje con la pared posterior e inferior
de la cdmara gastrica. (Fig.1a y 1b)

Figura 1. a) Muestra TAC abdomino-pélvica Corte coronal,
mientras que la b) TAC abdomino-pélvica Corte Sagital. En
ambos casos las flechas sefialan la LOE en el cuerpo del
pancreas

Se realiz6 Endoscopia digestiva superior y
ultrasonido endoscépico con puncién con aguja fina
guiada por ultrasonido endoscopico en la que se
evidencid una lesién quistica y sélida en cuerpo de
pancreas, de aproximadamente 60x60 mm de eje
transversal mayor, redonda, de bordes bien definidos,
con multiples tabiques y quistes internos con algunas
areas solidas, bien separada de la pared posterior del
estomago y de los vasos esplénicos, sin invasion de los
mismos, sugiriendo una neoplasia sélida papilar de
pancreas con componente quistico. Los hallazgos
citologicos e histologicos fueron compatibles con
diagndstico de tumor solido pseudopapilar de
pancreas, el cual fue confirmado con
Inmunohistoquimica.
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Se decidio practicar reseccion quirurgica de la
tumoraciéon y pancreatectomia corporo-caudal. El
estudio histopatolodgico describié neoplasia constituida
por células mondtonas dispuestas en masas solida con
extensas dareas de patron pseudopapilar y espacios
quisticos. El reporte anatomopatoldgico concluyd un
Tumor Pseudopapilar de pancreas. (Fig. 2a 'y 2b).

a)

exploracién abdominal. Los estudios de laboratorio,
tanto bioquimico como marcadores tumorales, suelen
ser normales. (4) Es frecuente que el diagndstico se
haga de forma incidental al valorar el abdomen con un
ultrasonido o con Tomografia Axial Computarizada
(TAC). Puede manifestarse como una masa (60%),
encontrarse incidentalmente al examen fisico (10%) o

Figura 2. a) Muestra lesién nodular de 7x6 cm con superficie de corte sélida, blanco-amarillenta con multiples hendiduras. b)
Muestra neoplasia de bajo potencial maligno constituida por masas sélidas con dreas de patrén pseudopapilar y espacios
quisticos, sefialada por la flecha. Tincidon con hematoxilina-eosina (200X).

Discusion

El Tumor pseudopapilar de pancreas es un
tumor relativamente raro que ocurre con una
incidencia de 0.2 a 2.7% de los tumores de pancreas
exocrino. Aparece principalmente en mujeres (95%)
con edad promedio de 20 afios. (2, 5) En un estudio
realizado en el Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center de Nueva York-EEUU, titulado “Tumor sélido
pseudopapilar de pancreas: enigma quirdrgico”
reportaron un total de 24 casos entre enero de 1985 a
julio de 2000 de los cuales 20 eran pacientes
femeninas y 4 masculinos con edades promedio de 39
afos.

La predominancia de las mujeres como
portadoras de este tipo de tumor, podria estar
relacionada con la existencia de receptores de
progesterona, o como ha sido reportado por otros
autores, estaria asociado a la relacidén existente entre
el pancreas y los arcos genitales durante la
embriogénesis, lo que determinaria que las células
tumorales podrian derivar del epitelio celémico y del
rete del ovario (6,7).

Los pacientes con tumor pseudopapilar de
pancreas generalmente no presentan ninguin sintoma.
Si la lesién es pequefia no existen anormalidades en la
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cursar con dolor (25%). La obstruccidn biliar es rara, y
el crecimiento por lo general es lento.

El estudio imagenoldgico comprende: La
ecografia abdominal donde se describe una masa
sélida, sdlida-quistica o quistica, Unica sin tabicaciones,
con calcificaciones en su interior, rodeada de una
capsula bien definida; la TAC, que lo describe como
una gran masa sdlida, sdlida-quistica o quistica
generalmente mayor de 8 cm, capsulada, con
calcificaciones internas y/o capsulares, con areas
necrohemorragicas (hipodensas) y areas sdlidas
papilares (hiperdensas) que desplazan estructuras
vecinas (8,9), con via biliar y conducto pancredtico
fino; (10) esta ultima tiene una exactitud diagnéstica
de un 60%. (9) Debido a que con estas caracteristicas
es muy dificil diferenciarlo de los otros tumores
quisticos del pancreas, en mas de un 50% de los casos
el diagndstico preoperatorio es incierto, planteandose
como diagndsticos diferenciales los pseudoquistes y
las neoplasias quisticas mucinosas (cistoadenomas vy
cistoadenocarcinoma).

Es una masa Unica, que puede estar adherida
al bazo, generalmente con didmetro promedio de 10,5
cm, vascularizado, encapsulado y con margenes
lobulados, bien definidos. En su interior presenta

2013; 2(2): 100-3. Avan Biomed.



Tumor pseudopapilar de pancreas. Ortega-Vasquez Ny col.

degeneracién hemorragica quistica, con calcificaciones
intratumorales (11).

El diagnéstico preoperatorio se puede realizar
mediante una puncion con aguja fina del quiste, siendo
caracteristico la presencia citoldogica de estructuras
pseudopapilares, aciddfilas con células PAS (+) y
granulos citoplasmaticos resistentes a la diastasa (12).

Macroscopicamente se caracterizan por ser
tumores grandes, solitarios, redondeados y bien
delimitados del pancreas redundante. La superficie de
corte es lobulada pardo clara con areas sélidas
alternando con espacios quisticos; en ocasiones
predominan las areas quistica y pueden confundirse
con un pseudoquiste pancreatico o con otros tumores
pancreaticos quisticos (2).

Al microscopio se observan células epiteliales
cuboidales, con abundante citoplasma claro y nucleos
relativamente claros con nucléolos pequenios, las masa
tumorales muestran necrosis y hemorragias y las
células se disponen en masas solidas, a menudo
formando estructuras papilares; en las zonas mas
sélidas, las células forman espacios pseudoquisticos
ocupados por material amorfo y compacto PAS (+).
Hay escasas atipias celulares y ausencia virtual de
actividad mitdtica; el estroma es altamente vascular,
con focos mixomatosos. Hacia la periferia estan
delimitados por una banda delgada de tejido fibroso, y

dentro de la masa tumoral puede haber pequefios
focos de tejido pancredtico acinar y conductos
pancreaticos remanentes (2).

Al realizar el analisis inmunohistoquimico se
puede encontrar positividad a vimentina, enolasa
neuronal especifica, a-l-antitripsina, a-1-
antiquimiotripsina, CD10 y CD56 en mas de 90 % de los
casos (13).

El manejo de este tumor es
fundamentalmente quirdrgico, y tiene por objetivo la
reseccion completa del tumor. La existencia de
metdstasis no es rara y compromete principalmente al
higado; sin embargo, su reseccién esta indicada debido
a que incluso en estos casos se observa alta sobrevida.
En general los pacientes poseen un buen prondstico,
reportandose sobrevidas que superan el 90% a 5 afios.
(12) Tang, reportd una sobrevida de 97% en una serie
de 36 pacientes resecados en el Memorial Sloan
Kettering Center, serie que incluyé 7 pacientes con
metdstasis hepaticas. (11) lgual resultado se observa
en una revision que incluyd 718 pacientes reportados
en la literatura. (13) Otros estudios reportan una
sobrevida a 4 y 20 afios es de 100 y 85%
respectivamente. La cirugia paliativa también reporta
buenos resultados con sobrevida mayor a 10 afios

1. Robbins SL. Patologia estructural y
funcional: El pancreas. 6ta ed.
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Resumen

La eversidn vesical completa es rara. Se presenta el caso de una eversidn de vejiga urinaria a través de una fistula
vesicovaginal acompanada de prolapso Utero-vaginal concurrente. Se trata de paciente de 70 afios que presentd una
tumoraciéon compatible con un prolapso vaginal grado IV y una tumoracidén edematosa, pegajosa y piriforme por delante del
prolapso compatible con la vejiga con un orificio en la pared anterior de la vagina a través del cual la mucosa de la vejiga
estaba evertida, procediendo al reposicionamiento y correccion manual de la eversion para luego ser corregida
quirdrgicamente.

Palabras clave

Eversion vesical completa, Fistula vaginal, Prolapso vaginal.

Abstract

Complete bladder eversion is rare. A case of bladder eversion trough vesicovaginal fistula accompanied with concomitant
uterovaginal prolapse is presented. A 70 year-old patients presented a tumor compatible with vaginal prolapse type IV and
an edematous, sticky and piriform tumor ahead of prolapse compatible with bladder with an orifice on anterior wall of
vagina through bladder mucosa was everted, proceeding to reduction and manual correction of eversion and then was
surgical corrected.

Keywords

Complete bladder eversion, Vaginal Fistula, Vaginal prolapse.

Introduccion

La eversion vesical completa es rara. Solo
unos pocos casos han sido reportados que ocurren en
mujeres mayores, junto con el prolapso Utero-vaginal,
posterior al parto y la eversién a través de una fistula
vesico-vaginal (1). Se presenta el caso de una eversion
de vejiga urinaria a través de una fistula vesico-vaginal
acompanfada de prolapso Utero-vaginal concurrente.

Caso clinico

Se trata de paciente de 70 afios, 8 gestas, 8
paras, quien acudié a consulta por presentar con
sintomas de incontinencia urinaria y dos grandes
masas que sobresalian por la vagina de 2 afios de
evolucion. La paciente negaba antecedentes de
intervenciones quirdrgicas o radioterapia. Al examen
fisico se observo la presencia de una tumoracién de 12
X 8 x 8 centimetros compatible con un prolapso vaginal

X Autor de correspondencia: Dr. Eduardo Reyna-Villasmil, Hospital Central “Dr. Urquinaona” Final Av. El Milagro.Maracaibo, Estado
Zulia. VENEZUELA.Teléfono: 584162605233. Correo electronico sippenbauch@gmail.com
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grado IV (histerocele) y una tumoracion edematosa,
pegajosa, piriforme de aproximadamente 5
centimetros de diametro por delante del prolapso
compatible con la vejiga de la que se observaba el
fondo, cuerpo y ambos orificios ureterales con un
orificio de 1 x 1 centimetro en la pared anterior de la
vagina a través del cual la vejiga estaba evertida (figura
1), lo cual fue confirmado por la insercion de una
sonda de Foley. Se procedidé al reposicionamiento y
correccion de la eversidon. Se realizé la cistoscopia
donde se observé la fistula vesicovaginal por encima
del trigono vesical, intentandose la correccion de la
lesion, lo cual fue imposible. Sin embargo, se logré la
cateterizaron de los uréteres con catéteres doble J. Se
realizé la biopsia del tracto fistuloso que presentd
resultados negativos para neoplasias.

Seis semanas después de la presentacion
inicial, la paciente fue sometida a wuna cirugia
combinada abdominal y vaginal. Se realizd la via
abdominal se utilizd para realizar la histerectomia
abdominal total y salpingooforectomia bilateral vy
facilitar el abordaje vaginal. La fistula fue corregida por
via vaginal con cierre de la cupula vaginal, posterior
fijacion de epipldon entre la pared vaginal y la pared
posterior de la vejiga. La paciente fue dada de alta a
los 4 dias del post-operatorio y el catéter urinario fue
retirado a los 10 dias.

Figura 1. En la presente imagen se observa la eversidn
completa de la vejiga junto con prolapso vaginal grado IV.
Obsérvese la coloracidn distintiva de ambas estructuras, con
un rosado palido para el Utero contrastando con una
coloracién roja edematosa de la vejiga, descansanso
ventralmente al Utero.

Avan Biomed. 2013; 2(2):104-7.

La paciente se ha mantenido asintomdtica 5
meses después de la cirugia, sin problemas de
incontinencia urinaria y con un patron miccional
normal.

Discusion

La eversion vesical a través de la fistula
vesico-vaginal es rara y su patogénesis es desconocida.
El envejecimiento, la obesidad y la multiparidad
pueden ser las posibles causas de la eversion vesical
completa (2). El prolapso utero-vaginal junto a la
laxitud del piso pélvico se asocia a esta condicién (3).
Existe el reporte de un caso en el cual se pudo
demostrar la presencia de un adenocarcinoma en la
pared engrosada de la vejiga urinaria (4). En el
presente caso, la debilidad previa y laxitud del piso
pélvico junto con la existencia del prolapso utero-
vaginal probablemente propiciaron la aparicién del
cuadro clinico.

Existen cuatro tipos de eversion vesical: a)
eversion del diverticulo de la vejiga; b) eversion
exclusiva de la mucosa de la vejiga; c) eversidn parcial
de todas las capas de parte de la pared vaginal; y d)
eversion total de todas las capas de la pared vesical a
través de la uretra o de la fistula vesico-vaginal (5). El
manejo de los tipos uno y dos es sencillamente la
escision de la mucosa redundante. Las eversiones
parciales son tratadas con reduccion trans-uretral
junto a cualquier procedimiento para evitar prolapso
total como la citospexia (3). La forma mas rara y
compleja de tratar es la eversion vesical completa.

La multiparidad y la menopausia son factores
bien conocidos de prolapso uterino, pero no para
eversion vesical. La patologia uretral y vesical, que
incluye infecciones, cancer y trauma son las principales
responsables de la eversidn vesical. La deprivacion
estrogénica durante la menopausia esta asociada con
disminucidon de la elasticidad de las paredes de la
vejiga y la uretra, disminucién del tono y la presion
vesical y marcada reduccién del flujo sanguineo en el
plexo vascular de las porciones submucosas de la
vejiga y la uretra (6). Todos los casos reportados de
eversion, al igual que el presente caso, estaban
asociados a incontinencia urinaria, lo que se traduce
que la patologia vesical y uretral puede ser un factor
predisponerte importante para la eversion vesical (3).
De igual forma, La cateterizacidén crénica en mujeres
menopausicas es un factor de riesgo razonable para la
eversidon vesical. Las complicaciones mas frecuentes
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asociadas a la cateterizacion vesical a largo plazo son la
bacteriuria asintomatica o sintomatica, incrustaciones
e irritacion de los tejidos de la uretra y la vejiga.
Durante el examen fisico se debe determinar
si la eversion es de la mucosa, parcial o completa. El
prolapso de la mucosa puede ser bastante llamativo
pero no debe confundirse con la eversién total. El
manejo ideal es la escision de la mucosa redundante.
Las reducciones parciales pueden ser reducidas
externamente pos abordaje trans-uretral. La eversion
completa es confirmada por la visualizacion del fondo,
cuerpo, trigono y orificios uretrales. Al igual que la
parafimosis, mientras mayor es la duracion de la
eversién, mayor es el edema y la dificultada para
completar exitosamente la reduccién. No se han
descrito la estrangulacion y necrosis de la vejiga (3).

Karolin y col. (5) analizaron diez casos de
eversion vesical completa con o sin prolapso uterino
total concurrente. Describieron dos mecanismos para
la eversion en el prolapso vaginal, el primero es la
ampliacién del meato urinario, el cual puede producir
el desplazamiento de la base de la vejiga y la uretra
posterior del hueso pubico; el segundo es que el
prolapso vaginal pueda causar obstruccion de la
miccién lo cual produce aumento de la presidn, lo cual
puede iniciar el proceso de eversién de la vejiga a
través de la uretra o predisponer a la formacién de
fistulas (3). La evaluacion de cuatro casos de eversion
vesical junto con el prolapso vaginal total demostré
que en todos los casos tenian factores uretrales
predisponentes como el uso prolongado de catéteres
uretrales, relaciones sexuales a través de la uretra e
infecciones urinarias o locales cerca de la uretra (4).

Bhadari y col. (7) describieron un caso
causado por la presencia de una caja metalica en la
vagina por seis meses. La paciente presentd
hidronefrosis bilateral sin insuficiencia renal y se
corrigié por via vaginal. Rao y col. (8) describieron un
caso de prolapso masivo de la vejiga a través de una
gran fistula vesicovaginal causado por un carcinoma de
células escamosas de la vejiga. Extirparon la vejiga y se
realizaron la ureterosigmoidostomia.

Tomlinson (9) reporto un caso en una
embarazada posterior a un parto vaginal dificil.
Inmediatamente antes del parto, se observd la
eversion vesical a través de una fistula vesicovaginal en
la linea media con lesion de la uretra proximal. El
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prolapso vaginal fue reducido y la fistula fue reparada
exitosamente por capas. El retraso en el tratamiento
puede llevar a complicaciones graves como la
insuficiencia renal. Algunos informes han mencionado
la aparicion de eversion transuretral que ocurre
durante el parto (1). Junto en el presente caso, existen
pocos reportes como complicacién de fistula vesico
vaginal (10).

La reduccion transuretral externa parece ser
el procedimiento mas exitoso cuando se realice el
diagndstico en forma temprana y el edema es limitado.
Si esta es exitosa, se debe colocar un catéter de Foley
con un balén grande (3). Si se practica un abordaje
supra-pubico, se puede realizar la traccidon hacia la
parte superior, el trigono debe ser cateterizado con
sondas ureterales. Una vez que la vejiga es colocada en
posicidon anatdmica, se debe considerar la fijacion de
esta a los musculos psoas o a la pared abdominal
anterior. Posterior se debe realizar la cirugia de
correccion del prolapso de cualquier érgano pélvico
para evitar una nueva eversidon. Se recomienda la
realizacion de la cistoscopia para confirmar las
caracteristicas normales de la vejiga y el paso de orina
a través de los orificios ureterales (5).

En el presente caso se decidié realizar el
abordaje combinado debido a que se considerd la
fistula como compleja. La primera parte por via
abdominal intraperitoneal para la extirpaciéon de los
organos pélvicos que provocaron el prolapso, para
facilitar la correccion de la fistula por via vaginal, y
permitir la fijacion de la vejiga a las estructuras
abdominales y evitar que se produjera una nueva
eversion y se fijo al epiplén como tejido de
interposicidn. Luego la segunda parte fue la cirugia
vaginal, en la cual se hizo el cierre de la cdpula vaginal
y la correcciéon de la fistula. Esta técnica ya ha sido
descrita y utilizada por Banerjee y col. (2).

Aunque la eversion vesical junto con el
prolapso vesico-uterino no tiene un mecanismo obvio,
la patologia uretral y vesical representa un papel
significativo en su aparicién, junto con otros factores
como el aumento de la presién intraabdominal, el
envejecimiento y la multiparidad.

2013; 2(2): 104-7. Avan Biomed.
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1. Pettersen FO, Torheim EA, Dahm AE, Aaberge IS, Lind A, Holm M. An
exploratory trial of cyclooxygenase type 2 inhibitor in HIV-1 infection.
J Virol 2011; 85:6557-66.

Libros:

2. Berrueta L, Goncalves L, Salmen S. Respuesta inmune frente a virus,
lera Ed. Mérida: CODEPRE-ULA, 2005.

Sitio web:

3. McCook A. Pre-diabetic condition linked to memory loss [internet].
2010 [cited 2010 Apr 14]. Available from: http://prevent.com/ns.htm.

Declaracion de los autores y

transferencia de derechos

Los autores de un manuscrito aceptado para publicacién en la revista
deben descargar el formato Word de la declaracion de la autoria y la
transferencia de derechos de autor. Los autores del manuscrito deben
firmar el documento confirmando la originalidad del mismo, la
participacién de cada uno de los autores firmantes, las condiciones éticas
del trabajo, financiamiento, y que no ha sido publicado en otra revista. En
el caso de la transferencia de derechos de autor, el autor de
correspondencia, en nombre de todos los autores, firma el formulario de
transferencia de derechos de autor Los documentos deben ser llenados,
firmados y enviados por correo electronico a la revista:
avanbiomed.idic@ula.ve 6 avanbiomed.idic@gmail.com.

Sistema de arbitraje

Todos los trabajos sometidos a la Revista son enviados a arbitraje, siempre y
cuando cumpla con las normas editoriales minimas, por lo que en una primera
fase los manuscritos seran revisados por el comité editorial a fin de determinar
si esta dentro del alcance de la revista y cumple con las normativas de la revista.
Una vez aprobado por el comité editorial sera enviado a revisores externos, con
experticia en el area, quienes determinaran de manera andnima, si el
manuscrito es: 1) aceptado sin correcciones, 2) aceptable con correcciones
menores, 3) aceptable con correcciones mayores y amerita nueva evaluacion
por el revisor o 4) rechazado. El arbitraje para los Trabajos Originales,
Revisiones, Reporte de Casos Clinicos y Comunicaciones Rapidas es realizado
por al menos dos (2) expertos en el area. Los arbitros tienen un plazo de tiempo
no mayor a 15 (quince) dias hébiles para enviar su respuesta. Si las opiniones de
dos de los arbitros coinciden, el Comité Editorial puede aceptar la respuesta de
dos arbitros; en caso de discrepancia se pueden consultar arbitros adicionales.
Las opiniones de los arbitros, asi como la autoria de los trabajos, son
estrictamente confidenciales. Los autores reciben las opiniones completas de los
arbitros consultados. La Revista da un plazo no mayor a dos (2) meses a los
autores, para responder punto por punto las opiniones de los arbitros y realizar
las modificaciones sugeridas; estas Ultimas deben ser resaltadas en el texto a fin
de facilitar la evaluaciéon de los revisores. Si éstos toman mas tiempo del
estipulado el trabajo es rechazado o considerado como nuevo.
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Instructions for authors

The Journal will only allow original articles to be published, which have to
relate with any aspect of biomedical sciences. Every research that wishes to
be published first has to be sent to the magazine using the following email:
avanbiomed.idic@gmail.com; the work has to be distributed in four (4)
different files, as follow:

. Letter to the editor: should provide authors name and email,
manuscript title, short description of the article highlighting the
obtained results, main points, kind of article (Review articles and state
of the art, original articles, case reports, letters to the editor, Short
communications, novel) and the area of research (Basics or Clinical
Science)

. Manuscript: composed by the body work in the following order: first
page with the title, authors with their institutional directions and
information of correspondence of the author; second page with the
abstract; third page with the abstract in Spanish, fourth page with the
body work; references; and the last page with the figure legends
properly identified. The article can be published in English as well as in
Spanish. It must include the information of the corresponding author:
complete address, phone number, fax number and email. The abstract
and the Spanish abstract must have 250 words, including up to 10
keywords.

. Tables: which are numerated according to order of apparition in
Arabic numbers, in simple layout (without color). Each one of the
tables must have a proper, and if it's necessary, any commentaries
must be added as a foot note of the same page. The measurement
units and statistics have to be properly identified.

. Figures: in layout TIFF of 200 — 300 dpi on CMYK resolution (for
printing). Each figure occupies one page of the file, and the legend of
this must contained the manuscript.

The documents and the tables have to be sent as a file WORD 2003
compatible (.DOC). The figures must be sent as a file POWERPOINT 2003
(.PPT). In case of using figures, pictures or tables of a external source, must
be accompanied by the authorization letter of use.

Types of publication and distribution:

. Original article: the first page should include the title in English and
Spanish (not to exceed 20 words), the running title (not to exceed 54
characters), the name of each author, each author's affiliation and the
correspondence authors, Abstract in English and Spanish and
keywords (max 10), Introduction, Methodology, Results and Figure
legends. Manuscript maximum number of words without references:
5.000. In Methodology, it must include an approbation clause for the
committee of correspondent ethic when it applies. Figures or pictures:
Up to 5. Table: 3.

. Review articles and state of the art: the first page should include the
title in English and Spanish (not to exceed 20 words), the running title
(not to exceed 54 characters), the name of each author, each author's
affiliation and the correspondence authors, Abstract in English and
Spanish and keywords (max 10), Manuscript, Summary,
Acknowledgments, References and Figures legend. Manuscript
maximum words without references: 5.000. Maximum of 5 figures and
pictures and 2 tables.

. Case reports: the first page should include the title in English and
Spanish (not to exceed 20 words), the running title (not to exceed 54
characters), the name of each author, each author's affiliation and the
correspondence authors, Abstract in English and Spanish and
keywords (max 10), Introduction; Clinic case, Discussion,
Acknowledgment, References; Figure legends. The Methodology, most
include the approbation clause from the correspondent ethic
committee. The Manuscript maximum word numbers without
references: 3.000. Maximum of 2 figures and pictures and 1 table.
Pictures of the patient with face edition will be accepted (pixeled or
with black bars covering the eyes).

. Short communications: the first page should include the title in
English and Spanish (not to exceed 20 words), the running title (not to
exceed 54 characters), the name of each author, each author's
affiliation and the correspondence authors, Abstract in English and
Spanish and keywords (max 10), Introduction, Results, Discussion;

Methodology, Acknowledgement, References and Figure Legends.
The Manuscript maximum word numbers without references: 2.500.
The Methodology must include an approbation clause from the
correspondent ethic committee. Up to 3 figures or pictures and one

table.

. Letters to the editor Manuscript maximum words: 1.000; and
references.

References:

The Bibliographic references will be cited in order of apparition using
Arabic numbers between parenthesis, for example: (1). The writing style
should be according to the Vancouver Format having in consideration that
it must include every author. The journal name should be abbreviated
according to the system adopted by Index Medicus. For example

Journals:

1. Pettersen FO, Torheim EA, Dahm AE, Aaberge IS, Lind A, Holm M. An
exploratory trial of cyclooxygenase type 2 inhibitor in HIV-1
infection. J Virol 2011; 85:6557-66.

Books:

2. Berrueta L, Goncalves L, Salmen S. Respuesta inmune frente a virus,
lera Ed. Mérida: CODEPRE-ULA, 2005.

Web site:

3. McCook A. Pre-diabetic condition linked to memory loss [internet].
2010 [cited 2010 Apr 14]. Available from: http://prevnt.com/ns.htm.

Author’s declaration and

Copyright transfer

The authors of a accepted manuscript for publication in this journal must
access to the following links Author’s declaration and copyright transfer
to download the Word format. All authors must sign the author’s
declaration to confirm its originality, their participation in the elaboration
process, the ethic conditions of the work, financing, and that it hasn’t been
published elsewhere. The copyright transfer must be signed for the
corresponding author. The documents must be filled, sighed and sent to
the journal via email: avanbiomed.idic@ula.ve or
avanbiomed.idic@gmail.com.

Arbitrage system

Every article that wishes to be published in the journal must be sent by the
arbitrage and has to have the minimum editorial requirement, so that in a
first phase, the manuscripts will be reviewed by the editorial committee to
establish if is within the scope and fulfills with the standards of the journal.
Once approved by the editorial board, the manuscript will be sent to
external reviewers with expertise in the area, who anonymously determine
if the manuscript is: 1) accepted without corrections, 2) acceptable with
minor corrections, 3) acceptable with major corrections and warrants
further evaluation by the reviewer or 4) rejected. Arbitration to the
original papers, reviews, reports of clinical cases and rapid communication
is performed by at least two (2) experts in the area. The arbitrage for the
Original Article, Revisions for the clinical cases and fast communications
will be done by at least 2 experts in the area. The arbiters will have a
period of time of 15 working days to send their response. If the opinions of
two of them matches, the Committee Editorial may accept the response of
two arbitrators, in case of discrepancy, it may need to consult additional
referees. The opinions of the referees and authorship of the work are
strictly confidential. The authors will receive full views of the referees
consulted. The journal will provide two (2) months for the authors to reply
to the referees acknowledgement and make the suggested changes, that
must be highlighted on the text in order to facilitate the assessment of the
reviewers. If they take longer than stated, the work will be rejected or
considered new.
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Etica de las publicaciones & Declaracién de mala pre

Avances en Biomedicina se asegurard de que los
editores, revisores v autores sigan
rigurosamente las normas éticas
internacionales durante el proceso de arbitraje
y publicacién.

Avances en Biomedicina sigue el Cddigo de
normas de conductas éticas: Code of Conduct |
Committee on Publication Ethics: COPE
publicado por el Comité de Etica para las
Publicaciones cientificas.

Todos los trabajos que no estén acordes con
estas normas, y si se revela mala praxis en
cualquier momento, incluso después de Ia
publicacidn, seran eliminados de la revista. Los
manuscritos sometidos a Avances en
Biomedicina serdn sometidos a un proceso de
revision por pares doble ciego y de verificaciéon
por plagio, fabricacion de resultados,
falsificacion  (manipulacion de los datos
existentes de investigacion, tablas o imagenes)
y la utilizacién indebida de personas o animales
en la investigacion. Avances en Biomedicina se
reserva el derecho a utilizar en cualquier fase
del proceso de publicacion software de
deteccion de plagio para evaluar los
documentos sometidos y publicados.

De conformidad con estas normas:

Los editores deben: 1) Utilizar métodos de
revision por pares que mejor se adapte a la
revista y la comunidad de investigacién. 2)
Asegurarse de que todos los manuscritos
publicados han sido revisados por evaluadores
calificados. 3) Alentar la originalidad de las
propuestas y estar atentos a la publicacion
redundante vy plagios. 4) Aseglrese de
seleccionar revisores apropiados. 5) Alentar a
los revisores que comentan sobre las cuestiones
éticas y la posible mala conducta de
investigacion planteado por las presentaciones.
6) Publicar instrucciones a los autores claras. 7)
Fomentar un comportamiento responsable y
desalentar la mala praxis.

Los autores deben: 1) Plantearse trabajos
conducidos de una manera ética y responsable,
y debe cumplir con todas las normativas
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vigentes. 2) Presentar sus resultados de forma
clara, honesta y sin falsificacién o manipulacion.
3) Describir los métodos de manera clara para
que sus resultados pueden ser reproducidos por
otros investigadores. 4) Cumplir con el requisito
de que el trabajo presentado es original, no es
plagiado, y no ha sido publicado en otra revista.
5) Asumir la responsabilidad colectiva de los
trabajos presentados y publicados. 6) Divulgar
las fuentes de financiacién y los conflictos de
interés pertinentes cuando existe.

Los revisores deben: 1) Informar a los editores
de la posible mentira, la falsificacién, la mala
praxis o la manipulacién inapropiada de los
resultados. 2) Argumentar con precision las
razones por las cuales se rechazd un
manuscrito. 3) Cumplir con los tiempos
acordados para la entrega de las revisiones. 4)
Llevar a cabo revisiones objetiva, evitando
criticas personales al autor. 5) Identificar y
proponer las publicaciones clave de la
investigacion no citados por los autores.

Publication Ethics & Malpractice Statement

Advances in Biomedicine will ensure that
editors, reviewers and authors strictly follow
international ethical standards during the per-
reviewed and publication process.

Advances in Biomedicine follows the code of
ethical conduct rules: Code of Conduct |
Committee on Publication Ethics: COPE:
published by the Ethics Committee for Scientific
Publications.

All work not in accordance with these rules, and
if malpractice is revealed at any time, even after
the publication will be removed from the
journal. Manuscripts submitted to Advances in
Biomedicine will undergo a double-blind peer
review process, check for plagiarism, fabrication
of results, falsification (manipulating existing
research data, tables or pictures) and misuse of
people or animals in research. Advances in
Biomedicine reserves the right to use at any
stage of the publishing process software to
detect plagiarism.

In accordance with these rules:
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Editors must: 1) Using peer review methods
best suited to the journal and the research
community. 2) Ensure that all manuscripts are
revised by qualified and appropriate reviewers.
3) Encourage the originality of the proposals
and be aware of plagiarism and redundant
publication. 4) Encourage reviewers to
comment on the ethical issues and possible
research misconduct raised by the
presentations. 5) Publish clear instructions for
authors. 7) Encourage responsible behavior and
discourage malpractice.

Authors must: 1) Conducted work with ethical
and responsibility, and shall comply with all
regulations. 2) Present results clearly, honestly
and without falsification or manipulation. 3)
Describe the methods clearly so that their
results can be reproduced by other researchers.

4) Meet the requirement that the work
submitted is original, not plagiarized, and has
not been published in another journal. 5)
Assume collective responsibility of the papers
presented and published. 6) Disclose the
sources of funding and conflicts of interest
relevant when there.

Reviewers must: 1) Inform the editors of the
possible fabrication, falsification, malpractice or
improper handling of the results. 2) Arguing
precisely why a manuscript was rejected. 3)
Comply with the agreed time for delivery of
reviews. 4) Undertake reviews objective,
avoiding personal criticism to the author. 5)
Identify and propose key research publications
not cited by the authors.
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