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Editorial

El 80 de mi 20
Maureen Nicole Ventura R, MD

Hace un tiempo atras un destacado ingeniero,
sociologo, economista y filosofo, Vilfrido Pareto,
desarroll¢ el principio del 80/20 o la ley de Pareto.
Si bien nos habla de un principio aplicado a
economia, puede ser aplicado a otras areas de
nuestra vida. La ley en su forma mas sencilla nos
habla que hay un 20% esencial y un 80% trivial, en
otras palabras, si quisieras desarrollar un plan a
cabo dependeria posiblemente de solo el 20% de
tus esfuerzos.

Aplicado a otras areas como la investigacion, se
vislumbra lo mismo cuando se adquiere una
muestra o proporcion para extrapolar los datos a
una poblacion mayor. Y es que el principio puede
ser modificado en las proporciones que mas se nos
ajusten 80/20, 90/10 o incluso 70/30.

Con este principio de proporciones, se puede
ejemplificar cémo también influyen ciertos
aspectos en el drea de la salud. Teniendo en cuenta
el desarrollo de
(hipertension arterial, diabetes mellitus, cancer,
entre otras) y los factores de riesgo que las
acompanan; podemos recurrir a explicar que con
lograr un 10% de disminucion en alguno de los
factores, de manera global reduciriamos también
las muertes asociadas.

enfermedades  cronicas

Actualmente el principio de Pareto, nos ayuda a
comprender que paraddjicamente los numeros
importantes son el porcentaje menor. Si bien no
puede ser usado para explicar un sin nimero de
situaciones, especialmente no podemos usarlo
para predecir los brotes en enfermedades
infectocontagiosas que crecen exponencialmente.

Podemos usarlo para explicar: como cerca del 80%
de nuestras emociones dependen del 20% de las
cosas que nos pasan, que el 70% de nuestros
ingresos depende del 30% de nuestras actividades
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laborales o que el 90% de nuestra felicidad
depende aproximadamente del 10% de las cosas
que hacemos.

Es el caso que, a conveniencia, les exhorto a
explorar este 10, 20 o 30% de posibilidad. De
manera que no malgastemos, tiempo ni energia
innecesarios, sino, en lograr enfocarnos en esa
proporcion. Finalmente, como idea descabellada
les propongo pensar ;Si estan en su 20% o en el
80% de donde quieren estar?
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Articulo Original
Diferencia arterio-venosa del CO: comparada con el acido

lactico como marcador de perfusion tisular en shock séptico

Pichardo Garcia BM!, Moya Rodriguez ON!, [iménez Jiménez CA!
IMédico Intensivista, Departamento de Cuidado Critico del Hospital Metropolitano de

Santiago, Santiago, Repiiblica Dominicana. Contacto: cesar.jimenez00@icloud.com

RESUMEN

Introduccion: No estd claro si la diferencia arterio-venosa del CO2 es comparable con
el 4cido lactico como parametro de perfusion tisular durante la reanimacién hidrica en
pacientes con shock séptico, siendo la recuperacion de la perfusion tisular en las
primeras 24 horas un factor determinante mayor en el prondstico de los mismos. En
una cohorte de 30 pacientes ingresados en la unidad de cuidados intensivos medimos
los niveles séricos de dichos marcadores durante la reanimacion hidrica y
comparamos los diagnosticos al ingreso con las tasas de mortalidad establecidas por
SOFA y APACHE 1L

Métodos: Se realiz6 un estudio de un solo centro, observacional, descriptivo,
prospectivo y fuente primaria. El muestreo fue no probabilistico por conveniencia. El
analisis estadistico fue a través de la prueba Chi cuadrado, con un nivel de confianza
del 95%.

Resultados: El foco infeccioso mas frecuente fue del tracto gastrointestinal con un
30%. E1 40% de los pacientes fallecieron y se corrobord con el puntaje alto de APACHE
IL.

Conclusion: El 63% de los pacientes presentaban el lactato y diferencial del CO:
alterado en el tiempo 0 horas. A mayor porcentaje de APACHE II se predice una alta
probabilidad de muerte. Puede haber una relacién clinica entre los niveles alteraros
del lactato y el diferencial del CO:

Palabras claves: lactato, diferencial del CO., SOFA, APACHE II, sepsis grave,
perfusion tisular, unidad de cuidados intensivos.
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ABSTRACT

Background: It is unclear whether arteriovenous difference of CO2 is comparable
to lactic acid as tissue perfusion parameter during fluid resuscitation in patients
with septic shock, being the tissue perfusion’s recovery in the first 24 hours a major
determinant of prognosis in these patients. In a cohort of 30 patients admitted at
the critical care unit we measured the levels of these markers during fluid
resuscitation phase and compare them with the diagnosis at admittance and
mortality rates established by SOFA and APACHE II scores.

Methods: This study was observational, descriptive, prospective and from primary
source. Sampling was non-probabilistic for convenience. Statistical analysis was
performed using the Chi square test, with a confidence level of 95%.

Results: The most frequent focus of infectious was of the gastrointestinal tract with
30%. 40% of the patients died and were corroborated with the APACHE II high
score.

Conclusion: 63% of patients presented lactate and CO2 differential altered at time 0
hours. A higher percentage of APACHE II predicts a high probability of death.
There may be a clinical relationship between the lactate alteration levels and the
CO2 differential.

Key words: lactate, CO2 differential, SOFA, APACHE 1II, severe sepsis, tissue
perfusion, intensive care unit.

| —

INTRODUCCION

La sepsis es una disfuncion organica del tratamiento empleado son en las
que pone en peligro la vida, primeras horas posteriores a la
secundaria ~a una  respuesta aparicién de una sepsis los factores
inmunologica desregulada por el que tienden a influir en el resultado.

huésped a la infeccion y el shock

séptico es el conjunto de disfuncién Las variables hemodindmicas
circulatoria, celular/metabdlica de la sistémicas como la  frecuencia
sepsis asociada con un elevado riesgo cardiaca, presion arterial, el gasto
de muerte. cardiaco y las presiones de llenado

cardiaco son nuestros factores

La sepsis y el shock séptico son favoritos para guiar los esfuerzos de
condiciones delicadas de salud, que reanimacion en pacientes que sufren
provocan la muerte de uno de cada shock. Las actuales directrices de la
cuatro personas a nivel mundial y que campana de supervivencia de la
progresivamente va aumentando su sepsis sugieren la reanimacion
incidencia '®. Al igual que el protocolizada y estructurada
politraumatismo, el accidente temprana de las variables
cerebrovascular o el infarto agudo de hemodindmicas sistémicas en los

miocardio, la rapidez y la adecuacion pacientes cuando se asume la
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hipoperfusion'. Sin embargo, se sabe
que las mediciones globales de las
variables hemodinamicas sistémicas o
de las wvariables sistémicas de
transporte de oxigeno no reflejan
necesariamente la adecuacion del
suministro de oxigeno a nivel
microcirculatorio. Ademds, nuestro
conocimiento acerca de la orientacién
de la microcirculaciéon para la
resucitacion de shock es atin escaso, a
pesar de la evidencia de la alteracion
del flujo sanguineo microcirculatorio
y el suministro de oxigeno en los

tejidos en el choque circulatorio .

METODOS

Se recopilaron datos de los valores de
diéxido de carbono (CO:2) a nivel
arterial y venoso, asi como de lactato
sérico para luego determinar la
diferencia entre ambos a las 0, 6, 24
horas del ingreso en aquellos
pacientes diagnosticados de shock
séptico en la unidad de cuidados
intensivos. El instrumento validado
de recolecciéon de datos permitid
establecer las caracteristicas
demograficas y dimension de la

poblacion en estudio.

Los datos en las bases de datos fueron
analizados en el programa de SPSS
version.  Su facilidad es que se
obtendran los resultados de la prueba
estadistica aplicada y las tablas.
Ademas se emple6 el programa M.
Word para elaborar el informe final y

reeditar las tablas. Mientras que M.
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Excel, se usd para crear a base de

datos y elaborar las graficas.

El plan de andlisis a ejecutar es la
elaboracién de una curva para la
diferencia de CO2 y otra curva para la
determinacion de lactato. Para
comparar los resultados se hizo la
prueba estadistica de Chi cuadrado.
Se trabajo con un nivel de confianza
del 95 %, el error permitido es del 5%,
es decir, p<0.05.

Se utiliz6 la escala de evaluacion de
salud cronica y fisiologia aguda
“Acute Physiology And Chronic
Health Evaluation II” (APACHE II)
como escala probabilistica de
mortalidad en la unidad de cuidados
intensivos (UCI), para comparar con

los resultados obtenidos en el estudio.

El estudio fue revisado por los
comités de COBE-FACS evaluado por
la PUCMM y el comité de bioética del
HOMS. Se mantuvieron los principios
del informe Belmont y los datos se
emplearon para fines cientificos que
colaborardn con la mejoria en el

manejo de los pacientes.

RESULTADOS

De las caracteristicas generales de la
poblacién se observa que
predominaba el sexo masculino en un
53%, y la edad media fue de 62 *
17.87 anos. El foco infeccioso mas
frecuente fue del tracto

gastrointestinal con un 30%, seguido
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por las vias respiratorias/ pulmon con
un 27% vy luego piel y tejido celular
subcutaneo con un 23%. Las
infecciones del tracto wurinario se
presentaron en el 13% de los casos y
en la herida o cirugia en el 7% (ver
Tabla 1).

El lactato a las 0 horas se encontrd
elevado en el 90% de las muestras,
descendiendo a las 6 horas a un 70% y
a las 24 horas a un 63%, en cambio
para la diferencia arterio-venosa del
CO:z estuvo alterado a las 0 horas en el
67% (X?>=1.667; p=0.197), luego a las
6 horas descendid a un 37% (X2=
3.616; p= 0.057) y a las 24 horas
aumentd a un 40% (X>= 3.445; p=
0.063) en relacién al lactato sérico (ver
Tabla 2). Para el grupo en general, la
probabilidad de muerte por la escala
de APACHE Il era de 50.7 + 17.57% al
momento del ingreso (tiempo hora 0)
y cambio a un 39.54 + 25.89 a las 24
horas. Cuando se comparan los
resultados en el tiempo 0 horas para
aquellos pacientes con diferencia CO2
y lactato alterado el APACHE II era
mayor con un valor de 53.79 + 12.37%.

Para la misma caracteristica pero a las
24  horas se establecia una
probabilidad de muerte de 574 +
27.60% (ver tabla 1). Estos resultados
se correlacionan con el porciento de
defunciones obtenidas en el estudio
con relacién al prondstico establecido

a su llegada por dicha escala.
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Los resultados entre la diferencia de
CO, en los diferentes tiempos, con el
sexo y la edad, mostraban que el 43%
de la diferencia del CO2 en el sexo
femenino se encontré6 elevada
mientras que el sexo masculino solo
en un 23% (p= 0.070). Al transcurrir
las 6 horas siguientes, los valores
disminuyeron, observandose un 20%
en el grupo femenino y un 17% en el
sexo masculino, con un nuevo
incremento a las 24 horas a 57% (p=
0.072) en el sexo femenino, un
comportamiento no observado en el
género opuesto quienes mantuvieron
un mismo porcentaje. Para el rango
de edad, el 37% presentaban una
diferencia del CO: alterado entre los
que tenian 60 afios o mads, seguido por
el rango de 36-59 afnos con un 20%.
Dichos valores disminuyeron a las 6
horas con un 33% para el rango de 60
afnos o mas y un 10% el rango de 36-
59 anos. A las 24 horas los valores
permanecieron iguales que en el
tiempo anterior (p= 0.518) (ver Tabla
3).

DISCUSION

Es conocido que la diferencia de gases
sirve como indice global para conocer
la perfusion de los tejidos en
pacientes con shock séptico.!” Por lo
que una diferencia mayor a 6 mmHg
es una herramienta util para
identificar a los pacientes
complicados con una inadecuada
estabilidad general. Se ha descrito que

cuando  los  pacientes  sufren
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infecciones cerebrovasculares
presentan una mayor concentracion
de CO:2 en comparacion con pacientes
sanos. Este aumento se correlacionaba
a un incremento del acido lactico en

los mismos. 11

Los pacientes con sepsis grave o
shock séptico, tienen afectado el
aporte tisular del oxigeno (Oz), con lo
cual las células generan el ATP por
una via anaerdbica en el ciclo de
Krebs. Es decir, que como metabolito
de desecho se genera 4cido lactico y
se produce un incremento en la
produccion del COy, lo cual conlleva a
un estado de acidosis metabdlica que
compromete ain mas la perfusion
tisular. Esto se debe a que los
organismos aerobicos dependen de
un suministro adecuado de O2 en los
tejidos para producir la fuente de
energia tipo ATP, para todas las
funciones celulares que requieran
gasto de energia. Por lo que la
fosforilacion oxidativa es
fundamental en el desenvolvimiento
celular y de estar afectada, se activan
mecanismos para generar ATP, sin
embargo la via empleada va en
detrimento de la propia célula si este
persiste en el tiempo. Por esto se
establece que la extension de la deuda
del O2 se relaciona directamente con
el nivel de acidosis metabolica, la
disfuncion organica y la mortalidad
de dichos pacientes. Braun et al'?,

argumentan que los drganos tienen
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una mejor perfusion cuando se aporta

suficiente oxigeno a los tejidos.

Dada la severidad que representa el
cuadro de shock séptico y buscando
alternativas que ayuden a identificar
el comportamiento de los pacientes
durante la terapia de recuperacion de
perfusion tisular, y buscando mejorar
pronostico del grupo de los pacientes
afectados, comparamos el diferencial
arteriovenoso de CO: con el nivel
acido lactico como principal marcador
de hipoperfusiéon tisular como
consecuencia del desbalance hidrico-
quimico y de oferta y demanda de
oxigeno. El aumento en la relacion de
la diferencia arterio-venoso central
del CO2 y del Oz2se asocia con un mal
aclaramiento del lactato luego de la
resucitacion del paciente.’® Se observd
que los pacientes de nuestro estudio,
ingresados a UCI con shock séptico,
presentaban estos parametros
alterados en un 63%. Cuando el
paciente fue manejado en la unidad,
brindandole el soporte necesario
apegado a las guias de la campana
sobreviviendo a la sepsis (surviving
sepsis campaign), es decir,
corrigiendo el desequilibrio acido
base y controlando la sepsis o el shock
séptico, los parametros fueron

mejorando a las 6 horas y 24 horas.

Gutierrez et al* al medir la
saturacion de oxigeno en sangre y el
gradiente de concentracion del acido

lactico en la vena cava superior y en
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la arteria pulmonar, observaron un
gradiente positivo en los pacientes
que sobrevivieron, mientras que el
gradiente era negativo en los
pacientes que fallecieron.
Demostraron estadisticamente que
existe una asociacion fuerte entre la
diferencia del oxigeno y lactato con
relacion a la supervivencia del
paciente  criticamente = enfermo.
Corroborando lo antes descrito,
Cuschieri et al'> comprobaron que la
diferencia de la presion del CO:z en la
arteria pulmonar y en el acceso
central venoso se correlaciona
inversamente con el indice cardiaco,
lo que resulta en una alteracién de la

perfusion.

En nuestro estudio se observd que el
lactato alterado a las 0 horas fue del
90%, descendiendo a las 6 horas a un
70% y a las 24 horas a un 63%. Para la
diferencia arterio-venosa del CO: a las
0 horas fue del 67%, luego a las 6
horas descendié a un 37% y a las 24
horas aumenté a un 40%. En este
sentido Herranz et al'® observaron
que en los pacientes con un
aclaramiento del lactato en las
primeras horas, que sea > al
10%presentaba una mayor
supervivencia, mientras que aquellos
con resultados menores tenia un 28%

probabilidad mas de fallecer.

Sin embargo, Van Beest et alV”
encontraron una asociacion débil

entre la diferencia de la pCO:2 y el
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indice cardiaco. Es decir que no esta
clara la afirmacion sobre la diferencia
del CO: y los niveles de lactato. Igual
es el caso de Armendariz et al'®, en
que sus resultados no demostraron
una diferencia significativa de la
diferencia del CO: cuando se
relacionaba como al supervivencia del
paciente con shock séptico, aunque el
pH y el lactato si se han demostrado
ser utiles. Empero, Robin et al®
encontraron que la diferencia alta del
CO:2 se asocid con el incremento de las
complicaciones 'y con  menor
perfusion a los tejidos. También
encontraron que los pacientes con una
diferencia del CO: > 6 mmHg se
asociaba con fallo multiorganico,
incremento en la duraciéon de la
ventilacion mecanica y estancia

hospitalaria.

Para nuestro estudio se observaron
que en el tiempo 0 horas, aquellos
pacientes con diferencia CO2 y lactato
alterado tenian un APACHE II de
5379 + 12.37%. Para la misma
caracteristica pero a las 24 horas se
observd que aument6 a un 574 +
27.60%, es decir que la probabilidad
de fallecer era alta. En el estudio de
Ospina-Tascon® la mortalidad fue del
71.4% asociada a lactato alterado y el
diferencial del COz. Para este mismo
grupo la escala de APACHE estaba
alta y presentaron mayor acidosis en
los tiempos 0 horas y 6 horas. En este
sentido la diferencia del CO: puede

ser util como marcador para observar

10
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la evoluciéon del shock, ademas de
predecir mortalidad en los pacientes

al igual que el lactato.

CONCLUSIONES

A pesar de las intervenciones
terapéuticas la tasa de mortalidad en
nuestro centro fue del 40% de los
casos, con una prediccion de la escala
APACHE II estimada de 50.7 + 17.57%
al momento del ingreso y un 39.54 +
25.89 a las 24 horas.

No podemos afirmar que el
diferencial del CO: sea la herramienta
Optima para considerar la
recuperacion de la perfusiéon tisular
del paciente con sepsis o shock
séptico. Se deben realizar mas
estudios que valoren la perfusion
tisular cuando se compara la
diferencia del CO2 con el lactato para
definir mejor la sensibilidad vy

especificidad del mismo.
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes ingresados con sepsis en la UCI

Distribucion de frecuencia de las variables del estudio y sus caracteristicas generales
Sexo No % Foco infeccioso No %
Masculino 16 | 53% Vias respiratorias/ pulmon 8 | 27%
Femenino 14 | 47% Tracto Urinario 4 13%
Piel y Tejido celular subcutdneo 7 | 23%
Edad (afios) Herida o cirugia 2 7%
18-35 3 10% Tracto Gastrointestinal 9 30%
36-59 10 | 33%
60 0 mas 17 | 57% Mortalidad
Edad promedio 62 +17.87 Defuncion 12 | 40%
No defuncién 18 | 60%
Lactato Diferencia arterio-venosa del CO:
Lactato alterado Diferencia arterio-venosa del CO20hrs
27 | 90% 20 | 67%
Ohrs (alterado)
Lactato alterado Diferencia arterio-venosa del CO:26hrs
21 | 70% 11 | 37%
6hrs (alterado)
Lactato alterado Diferencia arterio-venosa del CO:
19 | 63% 12 | 40%
24hrs 24hrs (alterado)
Fuente: Determinacion en la diferencia arterio/venosa del CO2 en comparacion con el acido lactico como marcador de perfusion tisular
en pacientes con sepsis grave ingresados en la unidad de cuidados intensivos
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Desv. Valor Valor
Promedio Rango
Estindar | minimo | maximo
Lactato 0 h 4.11 217 1.2 8.9 7.7
Lactato6 h 3.74 2.40 1 11 10
Lactato 24 h 3.53 3.36 0.8 14.7 13.9
Dif CO20h 7.34 4.45 0 18 18
Dif CO26h 5.46 3.77 0.9 15 14.1
Dif CO224 h 7.60 10.07 0 54.3 54.3
APACHEII 0 h % 50.37 17.57 12.7 80.7 68
APACHEII 24 h % 39.54 25.89 6.6 89.7 83.1
Dif. CO20h Alterado- Lactato
0h Alterado (n=19)/ APACHE 53.79 12.37 31.9 80.7 48.8
II Oh
Dif. CO224h Alterado-

Lactato 24h Alterado (n=10)/ 57.4 27.60 18.4 89.7 71.3

APACHE II 24h

de perfusion tisular en pacientes con sepsis ingresados en la unidad de cuidados intensivos

Fuente: Determinacion en la diferencia arterio/venosa del CO2 en comparacion con el acido lactico como marcador
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Tabla 2. Diferencia arterio-venosa del CO2 en comparacion con el dcido lactico como marcador de

perfusion tisular luego de reanimacidn hidrica en pacientes con sepsis grave o shock séptico

ingresados en la unidad de cuidados intensivos

Lactato Ohoras

Diferencia arterio-venosa del CO: (0 horas) Alterado Normal Total
No| % | No| % | No %
Alterado 19 | 63% | 1 3% | 20 | 67%
Normal 8 | 27% | 2 7% | 10 | 33%
Total 27 1 90% | 3 | 10% | 30 | 100%

X2=1.667; p=0.197

Lactato 6horas

Diferencia arterio-venosa del CO: (6horas) Alterado Normal Total
No| % |No| % | No %
Alterado 10 [33% | 1 | 3% | 19 | 67%
Normal 11 | 37% 27% | 11 | 33%
Total 21 | 70% | 9 | 30% | 30 | 100%
X2=3.616, p=0.057
Lactato 24horas Total
Diferencia arterio-venosa del CO:2 (24horas) Alterado Normal
No| % |No| % | No %
Alterado 10 [33% | 2 | 7% | 18 | 67%
Normal 9 |30% | 9 [30% | 12 | 33%
Total 19 | 63% | 11 | 37% | 30 | 100%

X?=3.445; p=0.063

Fuente: Determinacion en la diferencia arterio/venosa del COz en comparacion con el acido lactico como marcador de perfusion tisular

en pacientes con sepsis grave ingresados en la unidad de cuidados intensivos

Tabla 3. Sexo y edad relacionada con la diferencia arterio-venosa de CO2 a las 0, 6, 24 horas

Diferencia arterio-venosa Diferencia arterio-venosa Diferencia arterio-venosa
del CO20horas Ohoras del CO:0horas 6horas del CO20horas 24horas
Alterado Normal Alterado Normal Alterado Normal
Sexo No % No % No % No % No % No %
Femenino 13 43% 3 10% 20% 10 33% 17 57% 9 30%
Masculino 7 23% 7 23% 17% 9 30% 5 17% 9 30%
=0.070 =0.920 =0.072
Edad
(afnos)
18-35 3 10% 0 0% 3% 7% 7% 3%
36-59 6 20% 4 13% 10% 7 23% 3 10% 7 23%
60 0 mas 11 37% 6 20% 23% 10 33% 23% 10 33%
p=0.421 p=0.837 p=0.518

Fuente: Determinacion en la diferencia arterio/venosa del CO2 en comparacién con el acido lactico como marcador de perfusion tisular en
pacientes con sepsis grave ingresados en la unidad de cuidados intensivos
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RESUMEN

Introduccion: La neumonia asociada al ventilador (NAV) es una enfermedad
relacionada al sistema de salud en el cual inciden varios factores, entre estos tenemos
la colonizacion de las vias dreas superiores.

Métodos: Realizamos un estudio prospectivo observacional en los pacientes admitidos
en la unidad de cuidados intensivos del Hospital Metropolitano de Santiago durante
el periodo agosto - diciembre del 2016.

Resultados: Obtuvimos 32 casos de los cuales 53% tenia colonizacion nasal y 50%
colonizacién orogaringea. Los gérmenes mas frecuentes fueron Tatumella spp. E.
aerogenes y E. Coli. El 40.6% de los pacientes estudiados desarrollo NAV lo que
represento el 54.1% de los pacientes colonizados.

Conclusion: La colonizacion de las vias areas es un factor muy importante en el
desarrollo de un primer episodio de NAV.

Palabras claves: Neumonia asociada al ventilador, ventilacién mecanica, bacterias
Gram negativas, Unidad de cuidados intensivos.

Volumen 9, Nimero 1, Afio 2019

17



Anaes de MedicinaPUCMM Volumen 9, NUmero 1, Afio 2019

ABSTRACT

Background: Ventilator-associated pneumonia (VAP) is a disease related to the
health system in which several factors affect; among these we have the colonization
of the upper airways.

Methods: We carried out a prospective observational study in patients admitted to
the intensive care unit of Hospital Metropolitano de Santiago during the period
August - December 2016.

Results: We obtained 32 cases of which 53% had nasal colonization and 50%
orogaringeal colonization. The most frequent germs were Tatumella spp. E. aerogenes
and E. Coli. 40.6% of the patients studied developed VAP, which represents 54.1%
of colonized patients.

Conclusion: The colonization of the road areas is a very important factor in the
development of a first episode of VAP.

Key words: Ventilator-associated pneumonia, mechanical ventilation, Gram-
negative bacteria, intensive care unit.

P ]

INTRODUCCION
La neumonia asociada a ventilacion

mecanica (NAV) es una infeccion
relacionada al sistema de salud que
se desarrolla en los pacientes con mas
de 48 horas de estar colocados en
ventilacion mecdnica (VM). La
colonizacién por agentes patdgenos
de las vias respiratorias altas,
principalmente de la orofaringe, es un
factor importante para el desarrollo
de NAV ya que éstos accesan al
parenquima  pulmonar por las

contantes microaspiracidones(1).

El tubo endotraqueal (TE) tiene un rol
en el desarrollo de NAV debido a que
causa trauma a la mucosa durante el
proceso de la intubacidon, afecta la
funciéon ciliar de las vias aérea
superior y reduce reflejo de tusigeno.
El TE también puede servir como sitio
de colonizacién y provoca el aumento

de secrecion mucosa. Con todo esto,

la intubacion permite la fuga de
microorganismos de la orofaringe
alrededor del tubo hacia las vias
aéreas inferiores provocando el

proceso neumonico (2).

Existen evidencia que demuestra la
asociacion entre la colonizacién de
vias respiratorias altas, y la
inadecuada higiene, con el riesgo de
desarrollar neumonia nosocomial;
pero las tasas de incidencia vy
mortalidad de la NAV varian debido
a varios factores, como son la
poblacién en estudio, el tiempo de
aparicion del evento de NAV, los
organismos causantes y el tratamiento
antibidtico apropiado y oportuno (3).
Este estudio se planted investigar la
correlacion entre la colonizacién de la
via aérea superior y el desarrollo de la
NAV en pacientes ingresados en la

unidad de cuidados intensivos (UCI)
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del Hospital Metropolitano de
Santiago (HOMS).

METODOS

Realizamos un estudio prospectivo
observacional en los pacientes
admitidos en la UCI del HOMS
durante el periodo de agosto -
diciembre del ano 2015. Los criterios
de inclusidon que establecimos fueron
dos: Edad mayor de 18 afos e
indicacion de VM por causas no
infecciosas; los criterios de exclusién
fueron: Pacientes trasladados desde
otro centro o admitidos en los ultimos
30 dias en una UCI, individuos con
limitaciones para la toma de muestra
y negativa de tutor para que el

paciente fuera incluido en el estudio.

A los 32 pacientes selecionados se le
tomaron muestras de cultivo nasal,
orofaringeo y endotraqueal al
momento de la intubacion y fueron
enviadas al laboratorio de
microbiologia del HOMS vy
procesadas en el MicroScan®
cumpliendo los protocolos de cultivo
automatizado especificados por el
fabricante (Beackman Coulter, EEUU)
(4), en los pacientes que le fue
diagnosticado NAV se le tomd
muestras de cultivo del
tuboendotraqueal cumpliendo los
estandares antes establecidos y una
muestra de hemocultivo que primero
fue  procesada en  BactAlert®
(bioMérieux, francia) para seleccionar

solo las muestras que dieran alerta de

Volumen 9, NUmero 1, Afio 2019

la presencia de algiin germen para
posteriormente ser procesadas en
MicroScan® (6).

La toma de muestra nasal vy
orofaringea se realizé introduciendo
un hisopo de algoddn estéril colocado
en 1 ml de caldo de Soja Tripticasa
(BD Diagnostics) con cloruro de sodio
al 6,5%, para la toma de muestra
endotraqueal se realizo introduciendo
sonda estéril hasta el punto de

resistencia y luego aplicando succién

(6).

El diagnostico de NAV se hizo
utilizando criterios de la CDC en los
pacientes que tenian 48 horas o mas
de haber sido colocados al sistema.
Los criterios utilizados fueron:
Temperatura > 38°C, leucocitosis o
leucopenia, aparicion de nuevo
infiltrado radiografico o progresion
de infiltrado ya existente y cultivo de
aspirado endotraqueal positivo; con
lo que dividimos los pacientes con
NAYV y sin NAV (7).

Recolectamos las variables
demograficas (sexo y  edad),
aislamiento de germen colonizador
de vias respiratorias altas, primer
episodio de NAV y tiempo en VM;
estudio fue aprobado por al Comité
de Bioética de la Facultad de Ciencias
de la Salud (COBE FACS) de la
PUCMM.
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El procesamiento de los datos fue
redactado en Microsoft Word 2010 y
de igual forma se redacto en este, lo
concerniente al reporte final. Luego
de completada la fase de recoleccion
de la informacion se procedio al
proceso de tabulacion para el
desarrollo de una base de datos en
Microsoft Excel 2010 y posteriormente
analizados en el paquete estadistico
SPSS version 19.0. Los graficos que
representan  los  resultados  se
realizaron mediante SPSS V19.0

RESULTADOS

Obtuvimos un total de 32 casos que
cumplieron con los criterios de
inclusion durante el tiempo de
estudio de los cuales 17 (53.1%)
tuvieron cultivos de nasales fueron
negativos; de los casos con cultivos
con crecimiento bacteriano, tres
(9.4%) reportaron crecimiento de
Tatumella spp. y tres (9.4%) con
crecimiento de E. aerogenes, solo dos
casos reportaron crecimiento de
Estafilococo  coagulasa  negativo
(8.1%). En los cultivos de orofaringe
16 reportaron negativos (50%), tres
(9.4%) con crecimiento de E. aerogenes
y tres (9.4%) con crecimiento de E.
coli, en esta zona no se identifico
ninguna bacteria Gram positiva (Ver
Tabla 1 y II)

EL 40.6% (13) de los casos estudiados
presentaron un primer episodio de
NAYV, de los cuales todos estos casos

fueron positivo para los cultivos de

Volumen 9, NUmero 1, Afio 2019

colonizacidon, en el analisis estadistico
de Chi-cuadrado se obtuvo un valor
de 7.28 con un valor de P de 0.007 por
lo que representa un factor
estadisticamente  significativa en

nuestra poblacion.

El total de pacientes colonizados fue
de 24 (75%), por lo que los 13 casos
que presentaron NAV correspondia al
54.1%. En la valoracion del tiempo de
duracién de la VM el 23% (3 casos)
presentaron NAV en los primeros 4
dias versus el 76% (10 casos) que
presento un primer episodio de NAV
a partir de quinto dia de VM (Valor
de P 0.005), por lo que el tiempo en
VM evidentemente representd una
variable significativa en los pacientes
analizados. (Ver Tabla III).

DISCUSION

Un estudio de cohorte publicado en la
Internacional Journal of Infectious
Desasease busco el rol de la
colonizacion de las vias respiratorias
superiores en el desarrollo de la NAYV,
esta investigacion se llevd a cabo por
un periodo de 15 meses con 200
pacientes que tenia > 48 horas en VM.
Los resultados obtenidos
demostraron que el 60 % de los
colonizados desarrollaron NAV y que
las bacterias mas frecuentes fueron el
Acinetobacter spp (33.7%) y la
Pseudomona spp (29.8%). Si hacemos
el contraste con nuestra investigacion,
coincidimos con que las bacterias mas

frecuentes correspondian a las Gram

20



Anaes de MedicinaPUCMM

negativas, aunque en nuestro caso
predominaron la Tatumella spp., E.
aerogenes y la E. coli; el porcentaje de
nuestros pacientes que estuvieron
colonizados y que desarrollaron NAV
fue del 40.6%, lo que representa una
proporcion alta, por lo que, coinciden
en ser porcentajes elevados en este

grupo de pacientes (8).

Durante el periodo 2007 - 2011 Lee
MS et al., llevaron a cabo un estudio
observacional en 30 hospitales
comunitarios de los EEUU para
determinar la epidemiologia de la
NAV en dichos hospitales; se
obtuvieron un total de 247 casos
donde la media de edad fue de 64
anos con una distribucion de 55.1%
femeninas. Debido a la pequefa
muestra de nuestro estudio, no
pudimos observar relacion
estadisticamente significativa en la
edad, pero esto no descarta en lo

absoluto su importancia (9).

Raymond Khan et al., desarrollaron
una investigacion llamada “The
Impact of once time on the isoleted
pathogens and outcomes in ventilator
associated pneumonia” buscando la
incidencia de NAV dependiendo del
tiempo en VM y del tiempo de
hospitalizacién del paciente;
encontraron que de los 394 episodios
de NAV evaluados en un centro de
tercer nivel el 16% desarrollo NAV en
los primeros 4 dias de su VM en

contraste con el 84% que presentd la

Volumen 9, NUmero 1, Afio 2019

entidad con mas de 4 dias de tener la
VM, sin embargo ni el inicio tardio de
la. NAV o la estadia prologando
demostré tener un impacto en la
mortalidad (10).

En este estudio la duracion de > 5 dias
de VM tuvo una relacion
estadisticamente significativa con la
apariciéon de NAV, lo que corrobora
con la revisidn antes mencionada y
contras publicaciones de caracter
epidemioldgico, por lo que es un
factor a tener en cuenta para las

medidas de control de infeccion.

La gran limitacion de nuestro estudio
fue la pequena poblacion que
estudiamos, sin embargo, pudimos
tener significancia estadistica en dos
de las tres principales variables que
estudiamos, que fueron la
colonizaciéon de la vias aéreas y

tiempo de duracion de la VM.

Otra limitante que entramos estuvo
en los reportes de cultivos; en un
primer sentido relacionado a que no
pudimos tener reportes cuantitativos
o semi-cuantitativos para hacer una
mejor definicion de colonizacion de
las vias areas superiores y por otro
lado obtuvimos un alto numero de
Tatumella spp., lo que no pudimos
confirmar en algin laboratorio de
referencia. De todas maneras, lo que
si podemos concluir es que las
bacterias Gram negativas, en especial

las Enterobacteriaseas, juega un gran
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papel en la colonizacion de las vias
areas superiores y en el posterior
desarrollo de la NAV.

Por lo tanto, recomednamos llevar a
cabo otros estudios que cubran
aspectos como la tasa de mortalidad,
la incidencia general de NAYV, otros
factores de riesgos asociados y la
relacion de NAV con el tiempo de

internamiento del paciente.
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Tabla I. Agentes causales Cultivo Nasal Tabla I1. Agentes causales Cultivo Orofaringeo

_ Frecuencia | Porcentaje Frecuencia | Porcentaje
r:mz"o . ': 5:; Ninguno 16 50.0

. umannil =
Cedecea Neteri I 3. E. Aer'.ogenes 3 94
E. Aerogenes 3 9.4 E. Coli 3 2.4
M. Morganii | 3.1 E. Gergoviae | 3.1
P. Aeruginosa I 3.1 K. Oxytoca | 3.1
S. Liquefaciens I 3.1 P. Aeruginosa | 3.
S. Lugdunensis | 3.1 ;
S. Marcesnens I 3.1 Shigalla 3p. [ 3]
Tatumella 3 9.4 Tatumeila 3 15.6
Y. Ruckeri [ 3.1 Y. Pseudotb | 3.1
Total 32 100.0 Total 32 100.0

Tabla I11. Resumen de relaciones estadisticas de edad, colonizacion y dias de VM con o
sin un primer episodio de NAV

Edad 0.277 0.9464
< 66a Il 16
2 66a 2 3

Colonizados 7.298 0.007
Si 13 11
No 0 8

Dias de VM 3.802 0.005
< 4 dias 3 11
2 5 dias 10 8
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RESUMEN

Objetivo. Describir la relacion entre la percepcion de imagen corporal y el estado
nutricional antropométrico de los estudiantes que asisten a centros educativos.

Métodos. Se realizé un estudio transversal y de fuente primaria, en el periodo
septiembre-noviembre del afio 2017, en la provincia Santiago. Se aplicd la Encuesta
Mundial de Salud a Escolares (GSHS, por sus siglas en inglés) a 620 adolescentes de 13
a 17 anos, que asistieron a centros educativos. Se excluyeron 18 adolescentes. Los
datos fueron presentados en porcentajes y la significancia estadistica fue valorada con
un valor de p <0.05.

Resultados. El 61.1% se encontraba con peso normal, mientras que un 11.6 % en
sobrepeso. El sexo femenino obtuvo el mayor porcentaje en la percepcion errénea de
su IMC, considerandolo muy bajo en un 77.8% y un 64.7% en sobrepeso.

Conclusion. Hubo predominio de una inadecuada percepcion de imagen corporal. En
ambos sexos se percibieron con un IMC menor al que tenian. La distorsién fue mayor
en el sexo femenino y en el IMC con exceso de peso.

Palabras claves. Estado nutricional, imagen corporal, adolescentes, indice de masa
corporal.
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ABSTRACT

Objective. To describe the relationship between body image perception and
anthropometric nutritional status of adolescents attending to educational centers.

Methods. A cross-sectional and primary source study was carried out in the period
September-November 2017, in Santiago. The Global School Health Survey (GSHS)
was applied to 620 adolescents between the ages of 13 and 17, who attended
schools. 18 participants were excluded. Data were presented in percentages and
statistical significance was assessed with a value of p <0.05.

Results. 61.1% met normal weight, while 11.6% was overweight. The female sex
obtained the highest percentage in the wrong perception of their BMI, very low in
77.8% and 64.7% in overweight.

Conclusion. There was a predominance of inadequate perception of body image.
In both sexes they were perceived with lower BMI who had. The distortion was
higher in females and BMI overweight.

Keywords. Nutritional status, body image perceived, adolescents, body mass
index.
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INTRODUCCION
La adolescencia es una de las etapas

cruciales durante el desarrollo del ser
humano, tanto por las
transformaciones biologicas como las
psicoldgicas en las que incurre él
individuo. La adolescencia es uno de
los periodos de evolucion mas
importante durante la vida del ser
humano.  Segin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), Ia
adolescencia es el periodo de
desarrollo y crecimiento del ser
humano comprendido entre la nifiez
y la edad adulta. Esta abarca entre los

10 y 19 anos e inicia con la pubertad
@,

La Organizaciéon Panamericana de la
Salud ha definido la adolescencia de
manera amplia como un grupo de la

poblacion con edades s entre los 10 y

24 anos @. Se ha registrado cerca 232
millones de personas se encuentra en
este rango de edad, representando
alrededor del 25% de la poblaciéon
total del Continente Americano ©.
Seguin datos de la Organizacion
Nacional de Estadisticas (ONE) 2016,
la poblacion comprendida entre los
10-24 anos corresponde al 28% del

total de la poblacién dominicana ®.

La adolescencia es una fase de
conocimiento y descubrimiento de la
identidad propia, asi como también
de autonomia individual ®. Durante
esta etapa los individuos se enfrentan
a cambios fisicos que generan crisis y
permutaciones en su comportamiento
que contribuye a su desarrollo mental
y social para su crecimiento ©. Esta
serie de cambios llevan a la persona a

la necesidad de obtener su integridad
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psicologica y en coherencia al entorno
social en el que se desenvuelve ?. De
manera que el adolescente no solo
busca conocerse y comprenderse a si
mismo, sino que también valora sus
atributos. Esto le ayuda a conformar

su autoestima y autoconcepto ®.

El autoconcepto en esta etapa se
manifiesta por el uso de etiquetas que
categorizan la imagen del propio
individuo de manera interna, los
cuales influyen en el desarrollo de
trastornos psicosociales suscritos en
gran medida con él indice de masa

corporal ©).

De acuerdo con la revision de la
literatura, existen distintos factores
que incurren en el estado nutricional
de los individuos. Dentro de ellos se
encuentran los habitos alimenticios,
que son una causa importante de la
malnutricion y por ende pueden
ocasionar  trastornos como el
sobrepeso, la obesidad y el bajo peso.
Estos trastornos adquiridos durante la
adolescencia pueden persistir en la
vida adulta, e incrementar futuros
riesgos de padecer enfermedades
como la diabetes, hipertension

arterial, entre otras (19,

Siguiendo las lineas de la OMS, se
realizé la encuesta mundial de salud a
escolares (GSHS) en varios paises del
mundo. De los paises encuestados en
Latinoamérica, el que presenté mayor

prevalencia en sobrepeso y obesidad
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fue El Salvador con un 28.8% y 9.6%
respectivamente (0. Se encontré que
tanto en Argentina, Bolivia y Pera
tuvieron un indice de sobrepeso entre
19-22.5% y entre 2.6%-4.7% de
obesidad (1% 13 14 Se presentd mayor
prevalencia de sobrepeso en el sexo
femenino en Bolivia, por el contrario,
Argentina que tenia mayor
prevalencia en el sexo masculino (24%
vs 14.1%) 1314,

De acuerdo con los resultados
arrojados por la Encuesta
Demogréfica y de Salud (ENDESA)
2013 en Republica Dominicana el sexo
que posee un mayor porciento de
sobrepeso y obesidad es el femenino
con un 20%, mientras que en el

masculino es de 13% @5,

Dicha informacion demuestra la
probable insatisfaccion que presenta
este grupo etario con relacién a su
imagen corporal y por tanto un alto
riesgo de  padecer  trastornos
alimenticios, debido a la presion a la
que se ven incurridos ciertos grupos
de la poblacién, como lo son las
mujeres, debido a la imposicién
estética de vivir en extrema delgadez.
Haciendo que la inquietud por la
imagen corporal vaya mas alld y
afecte la salud, tanto fisica como

mental del individuo (9.

La imagen corporal es la manera en
como cada uno se imagina, percibe,

siente y actuia referente a su cuerpo ®.
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Esta genera preocupacion dentro de
las  sociedades con estructuras
consumistas de la actualidad. La
insatisfaccion de la imagen corporal
es el desagrado de la persona ya sea
con la forma global de su cuerpo o
con solo algunas partes de éste (7.
Esta se considera una conducta
socialmente aprendida, tanto por
fines estéticos como para adaptarse a
un entorno o pertenecer a cierto
grupo determinado. La valoracion del
cuerpo tiene gran importancia, en
especial porque se han ido
estableciendo parametros estrictos de
belleza, caracteristicos de un cuerpo
cada vez mads inclinado hacia la
delgadez, estos son aprobados vy
reforzados por la sociedad y los

medios de comunicacion ®.

Todo individuo que al estimar sus
dimensiones  corporales expresan
valoraciones que no corresponden
con las reales, presentan alguna
modificacion de la percepcion de la
imagen corporal (®. Un estudio
realizado en Madrid en el 2010 reveld
que en los adolescentes evaluados
existe una evaluacion inadecuada de
su cuerpo, estos creen tener un IMC
superior al que realmente poseen. El
28.6% de los varones se percibieron
mas gruesos de lo que estaban, frente
al 50.2% de las chicas. El 46,2% de los
varones estan satisfechos con su
imagen corporal, en comparacion con
el 37,4% de las chicas. En conclusidn,

los hombres presentaron una
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distorsion mas amplia de su propia
imagen corporal, a pesar de esto,
mostraron mayores niveles de
satisfaccion que las chicas con su

fisico (9.

Si una persona refiere devaluacion de
su apariencia y se preocupa
excesivamente por su cuerpo, es
indicativo de que no se siente
satisfecha con su imagen corporal.
También suelen ocultar su cuerpo,
someterse a ejercicios y dietas
extremas y sobre todo tratan de evitar
las situaciones que puedan ser
observadas y juzgadas por otros

individuos 20,

En el 2011 una investigacion llevada a
cabo en Espafia en jovenes
universitarios encontré que el 63% de
los hombres y el 55% de las mujeres
tienen distorsionada la valoracion de
su imagen corporal con respecto a los
valores reales del IMC, mostrando
como resultado que los participantes
de sexo masculino tienen a una
subestimacion de su peso, mientras
que el sexo femenino suele verse mas

la sobreestimacion del peso V.

Por el momento no se encontraron
estudios sobre la percepcion de
imagen corporal en la poblacién de
interés en la Republica Dominicana,
por lo que es de suma importancia
estudiar la distorsiéon de la imagen
corporal, en especial en las

poblaciones de riesgos con diferencias
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en grupos de peso, componentes
claves de la pregunta que guia esta
investigacion ;cual es la relacion entre
la percepcion de imagen corporal y el
estado nutricional de los estudiantes
que asisten a los centros educativos

de la provincia Santiago?

METODOS

El  proyecto de investigacion
corresponde a un estudio descriptivo
de corte transversal y de fuente
primaria. La poblacion estuvo
constituida por 49,429 estudiantes
entre 13 y 17 afos del periodo escolar
2017-2018 de las zonas urbana y rural,
asi como las escuelas publicas y
privadas, que corresponden a la
Regional 08 de la provincia Santiago,

Reptiblica Dominicana.

Fue llevado a cabo un muestreo por
conglomerado trietdpico. En primer
lugar, fueron seleccionadas las
escuelas de acuerdo con la
probabilidad proporcional al nimero
de estudiantes que habia en cursos
relevantes para el estudio. En la
segunda consistid en seleccionar un
curso al azar de cada escuela y luego
10 estudiantes de manera aleatoria. La
poblacién estudiada fue la regional 08
de la provincia Santiago, Rep. Dom.,
conformada por los distritos del 01 al
07, en especifico los estudiantes que
cursan de lero a 4to de media, estos
distritos estan conformados por
centros  educativos  publicos y
privados. Luego de realizado el
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calculo se obtuvo una muestra de 53
centros educativos, con un total de
530 estudiantes a los que se les agrego
un 20% por pérdidas, por lo que la
muestra aumentd a 64 centros
educativos compuestos por 640
estudiantes. Sin embargo, a pesar el
numero total, se recolectaron 62
escuelas de 64, debido a que en dos de
ellas fue rechazada por parte de la
directiva de la institucion la

aplicacion de la encuesta.

Dentro de las variables estudiadas se
encuentran las sociodemograficas
conformadas por el sexo, edad, grado
escolar, tipo de escuela, zona de
residencia y religion. Las variables
especificas para el estado nutricional
se tomaron en cuenta la percepcion de
imagen corporal y el indice de masa

corporal.

Criterios de inclusién:

1. Adolescentes entre 13 y 17 afos,
que asisten a los centros educativos
de la provincia Santiago durante el
periodo septiembre-noviembre 2017.
Esto porque la mayor densidad
poblacional de los estudiantes
adolescente se encuentra entre estas
edades, ademds la manera que se
abordaria los estudiantes mayores de
edad en cuanto a su participacion en
la investigacion difiere en cuanto a su
autorizacion.

2. Adolescentes con el consentimiento

firmados de manera voluntaria por el
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padreo tutor y asentimiento firmado

por ellos mismos.

Criterios de exclusion:

1. Quedaron excluidas las
adolescentes =~ embarazadas = que
formaban parte del establecimiento
educacional debido a los cambios que
presenta una persona en gestacion, ya
que estos podrian modificar los
resultados del estudio.

2. Estudiantes con algun tipo de
discapacidad funcional que les
imposibilitara el llenado anénimo del
a encuesta.

3. Aquellos estudiantes que no
completaron las preguntas de los
datos  generales  (Caracteristicas
sociodemograficas) y la seccién de

estado nutricional del cuestionario.

Los investigadores disefiaron una
encuesta compuesta por dos partes,
un cuestionario A proporcionado por
la Encuesta Mundial de Salud a
Escolares (GSHS) y un cuestionario B
elaborado por los investigadores. El
cuestionario A se trata de wuna
encuesta creada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y los
Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC)
en colaboracion con  UNICEF,
UNESCO y UNAIDS. La GSHS es un
proyecto de vigilancia colaborativa
que ayuda a los paises a medir y
evaluar distintos factores en los
comportamientos de salud en jovenes,

esta consiste en la aplicacion de una
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encuesta en las escuelas, a estudiantes
de 13 a 17 anos con el fin de
identificar los factores de riesgo y
factores protectores, relacionados con
las principales causas de
morbimortalidad entre nifos y
adultos a nivel mundial ®».  Esta
provee la informacion necesaria para
la generacion de politicas saludables
en favor de los escolares @. El
cuestionario B fue elaborado con la
utilizacion de otras encuestas y
estudios, para ampliar y evaluar los

objetivos de la investigacion.

A lo largo de toda la investigacion
fueron respetados todos los principios
éticos que expone el Informe Belmont.
Con la finalidad de garantizar lo
anterior expuesto, previo a su
realizacion el proyecto fue sometido a
revision y evaluado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias de
la Salud (COBE-FACS) de la Pontificia
Universidad Catélica Madre vy
Maestra (PUCMM).

El proceso de recoleccién tuvo un
periodo de duracién de
aproximadamente 7 semanas. Para su
realizacion se eligieron al azar las
escuelas y una vez en la institucion,
los investigadores solicitaron la lista
de los cursos de secundaria a la
direccion de cada institucion
educativa. El siguiente paso fue elegir
el aula al azar, seguido de igual
manera los participantes. Se procedid

a entregar el consentimiento
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informado, explicandoles que su
participacion en el estudio seria
anonima, voluntaria y de que también
su intimidad estaria protegida. Que
este debia ser llevado a sus padres,
firmado por estos y devueltos al dia
siguiente. Luego de obtenido este, se
procedio6 entregar a los estudiantes el
asentimiento, en el cual se les expuso
en qué consistia la encuesta y la
finalidad de esta.

Una vez verificado que tanto el
consentimiento como el asentimiento
estaban firmados, se procedi6 a medir
y pesar a los participantes. El
siguiente paso fue aplicar el
cuestionario, una vez completado
este, se le comunico a cada estudiante
su talla en centimetros y peso en
kilogramos, para que este colocara los
datos en el cuestionario. La
percepciéon de imagen corporal se
evalu6 wutilizando wuna tabla de
siluetas corporal disefiada por Collins
para adolescentes @Y. En el
instrumento se les mostraron 2
figuras con 7 siluetas cada una,
ordenadas en morfologia desde
desnutriciéon hasta obesidad. Se les
pidi6 a los participantes que
seleccionaran la silueta que creian
mas  parecida a la  suya.
Inmediatamente =~ completado el
cuestionario estos debian colocar las
encuestas dentro de una caja y estos
volvieran a sus asientos

correspondientes.
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Para el analisis estadistico se
realizaron contingencia para la
comparacion de prevalencias entre el
sexo femenino y masculino. Debido a
que las variables correspondientes
son cualitativas, para el analisis de la
relacion existente entre estas se utilizo
la prueba estadistica Chi-cuadrado.
De forma que si se obtenia un valor p
< 0.05, el

estadisticamente

resultado es

significativo,
llegando a la conclusion que ambas
variables son dependientes y hay una
relaciéon existente entre ellas. La
informacion recolectada mediante el
instrumento fue ingresada,
almacenada y manejada en una base
de datos creada en Microsoft Excel
2013 y luego fue importada vy
analizada con el programa de paquete
estadistico de IBM Stadistical Package
for the Social Sciences (SPSS) version
22.0.

RESULTADOS

La encuesta fue aplicada a 620
estudiantes, donde se realiz6 un
analisis con 602 estudiantes debido a
que 18 no cumplieron con los criterios
de inclusion de la  presente
investigacion. La tasa de respuesta
obtenida fue de 90.1% lo que indica
que el 10% de los participantes

rechazaron realizar la encuesta.

Con respecto al sexo y su relacion con
la percepciéon de la imagen se
encontré6 que el sexo femenino un

mayor porcentaje opuesto a lo
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ocurrido en el masculino en cuanto a
su percepcion de un peso muy bajo,
en donde las mujeres alcanzaron un
77.8% a diferencia de los hombres con
tan solo un 22.2%. Asimismo, en
referencia al bajo peso las féminas
proyectaron un porcentaje mayor que
los hombres con un 65.7% ante un
343%. En consideracion a la
percepcion  de  peso  normal
nuevamente las mujeres encabezaron
los porcentajes en comparacion a los
hombres con un 635% y 36.5%
respectivamente. De igual forma, los
hombres consiguieron los menores
porcentajes en su percepcion de
sobrepeso con un 35.3% mientras que
ninguno se percibié obeso. Evaluando
la significancia se obtuvo un valor
p=0.303, no mostrandose correlacion
de dichas variables en el estudio (ver
tabla 1).

En la tabla 2 se presenta la relacion
entre el IMC y el sexo; se encontraron
valores predominantes del sexo
femenino sobre el masculino en todos
los renglones, destacdndose un 77.1 %
de mujeres con sobrepeso ante un 22.9
% de hombres con esta condicion. No
obstante, los hombres se destacaron
por tener muy bajo peso obteniendo
un 42.5% comparado con el 57.5%
referido por las mujeres. Recalcando
que para esta seccion se obtuvo un
valor de p=0.019, siendo significativa
la relacion entre estas dos variables en

el estudio.
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Con relacion al indice de masa
corporal y la percepcion de la imagen
corporal se obtuvo que un 33.3% de
los estudiantes con muy bajo peso se
percibian normo peso, mientras que
un 40.7% se percibia correctamente.
De igual manera, un 61.9% de los
encuestados con bajo peso se percibia
con normo peso. Asimismo, se
encontr6 que un 64.5% de los
adolescentes normo pesos tienen una
percepcién adecuada de su estado
nutricional, siendo estos detectados
con un indice de masa corporal
apropiado para su edad. Sin embargo,
un 16.7% de los adolescentes con IMC
normal sobreestimé su estado
nutricional, considerandose  con
sobrepeso, mientras que un 2.2% de
estos se consideré en muy bajo peso.
Por otro lado, el 17.6% de los
encuestados con sobrepeso se percibid
normo peso y un 82.4% en obesidad.
De igual modo, un 66.7% de los
estudiantes obesos se considera
obeso, estando correctos en su
percepcion. No obstante, un 33.3% se
consideré con peso normal teniendo
obesidad (ver tabla 3).

De los estudiantes con sobrepeso un
16.7% tiene una percepcién errada de
su estado nutricional considerando su
IMC normal. Asimismo, un 9.8% de
los adolescentes obesos subestiman su
peso considerando su indice de masa
corporal normal y un 824%
considerandose = Unicamente  en

sobrepeso. Recalcando que para esta
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seccion se obtuvo un valor de p<0.001,
siendo muy significativa la relacion
entre estas dos variables para este

estudio.

DISCUSION

Debido a que la adolescencia es
considerada un periodo de cambios y
transformacion, en esta estaba de la
vida la imagen corporal tiende a ser
un motivo de preocupacion; mostrase
con frecuencia en estos individuos,
disociaciéon entre la imagen percibida

y estado nutricional real de cada uno
5),

En este estudio se encontr6 que
ningdn estudiante masculino
encuestado se percibid obeso, lo cual
indica una percepcion errénea, ya que
un 3.15% se encontraba en obesidad,
mostrando  una  tendencia  a
subestimacion de su peso, sucediendo
igual con los que se encontraban en
sobrepeso. En cuanto al sexo
femenino, solo un 0.52% se percibid
en obesidad sin embargo el 6.47% se
encontraba en obesidad, ocurriendo
igual con las participantes en
sobrepeso, observandose una
prevalencia de subestimacién de
imagen corporal, al igual que el sexo

masculino.

Olivia et al. ?, quienes evidenciaron
que el sexo masculino tiende a
subestimar su peso corporal, mientras
que las mujeres lo sobrestiman. Lo

cual no coincide con los resultados
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mostrados en este estudio, donde
tanto hombre como mujeres

subestimaron su estado nutricional.

Con relacion al estado nutricional y
sexo, se encontro un predominio en el
sexo femenino de todas las categorias
del estado nutricional. Con respecto a
la obesidad el sexo femenino obtuvo
un 57.2% mientras que el masculino
un 32.8%, en relacién con el sobrepeso
siguiendo el mismo orden se obtuvo
un 77.1% vs 22.9%.

Contrario a lo obtenido por un
estudio realizado en Indonesia en el
ano 2007, en el que se encontr6 que el
1.3% de los estudiantes mostrd
obesidad, con un predominio del sexo
masculino en comparacion de un 1%
en el sexo femenino, a pesar de que el
50.1% de los encuestados en
Indonesia eran femeninas *). Cabe
destacar que en el presente estudio la
mayor parte de la poblacion
estudiada pertenece al sexo femenino
y pudiendo influir en los resultados

obtenidos.

La diferencia entre el IMC percibido
por medio de las siluetas y el IMC
real obtenido por antropometria fue
mayor en los que se encontraban en
malnutriciéon por exceso de peso en
los que tenian déficit. Datos similares
se mostraron en una investigacion
realizada por Borda et al. en la que la
diferencia de IMC fue mayor en

varones que en las hembras @9.
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De acuerdo con los resultados
obtenidos, se puede corroborar que
las alteraciones en la percepcion de la
imagen pueden llevar a
sobreestimaciones o subestimaciones
de la realidad, las cuales en la
mayoria de las veces posee un origen
social e individual relacionandose
directamente con el nivel de
autoestima que presentan. A pesar de
no obtenerse una alta prevalencia de
malnutricion por exceso de peso en la
presente  investigacion, es de
importancia abordar los adolescentes,
debido a que estos forman parte de
un conjunto poblacional intermedio
dentro de las poblaciones que poseen
mayor riesgo de padecer obesidad.
Ademads, de identificarla como una
poblacién con tendencias a presentar
mayor insatisfaccion con su cuerpo,
debido a los cambios fisicos propios
de su desarrollo bioldgico. Esto puede
desencadenar una serie de conductas
restrictivas poco saludables a fin de

solucionar el problema.

En vista de lo presentado
anteriormente, es pertinente disefiar y
aplicar estrategias dirigidas hacia esta
poblacién vulnerable y en desarrollo,
que permita promover los cambios de
estilos de vida por medio de dietas
saludables y ejercicios fisicos en busca
de la mejora del estado nutricional de
los adolescentes. También aunado a lo
anteriormente expuesto, se deben
integrar intervenciones psicologicas

con la finalidad de fortalecer la
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autoestima y que estos tengan una
mejor percepcion de su imagen
corporal. De esta manera previniendo
el desarrollo de trastornos de la
conducta alimentaria que
comprometa la salud de esta

poblacion.

En esta investigacion la muestra
estuvo conformada por mas de 65%
de participantes del sexo femenino,
por lo que los resultados aqui
expresados no pueden ser inferidos a
la poblacién total de adolescentes
escolares de la ciudad de Santiago.
Debido a esto se recomienda realizar
futuras  investigaciones que la
muestra esté ponderada segun el

seXo.

CONCLUSION

Englobando todos los aspectos
tratados hasta el momento se puede
afirmar que el 61% de los
adolescentes participantes en este
estudio tienen un IMC dentro de los
parametros adecuados para la edad
correspondiente. Tanto el exceso
como el déficit de peso predominan
mas en el sexo femenino que el

masculino.

Cabe destacar que los adolescentes de
ambos sexos se perciben con menor
IMC del que realmente poseen.
Resaltando que sexo femenino fue el
que se percibié con exceso de peso en

mayor cantidad.
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A la hora de la evaluaciéon nutricia es
importante tomar en cuenta las ideas
y practicas realizadas por los
adolescentes, no solo incorporar
contenidos de tipo nutricional sino
también incluir elementos de tipo
psicoldgico donde actuan aspectos
emocionales como los sentimientos y
la autoestima que se manifiestan por
el hecho de considerar tener una
imagen corporal distinta a las
estipuladas por la sociedad, lo que
proporcionard una perspectiva mas

integral del individuo.
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Tabla 1. Percepcion de imagen corporal segun el sexo.

PERCEPCION DE IMAGEN CORPORAL

Muy bajo Normo
Bajo Peso Sobrepeso  Obesidad Total Valor P
peso peso
% (N) % (N) % (N) % (N) % (N) % (N)
Sexo N=581

Masculino 222(6) 34.3(46) 365(146) 353(6)  0.0(0) 351(204) 0.303

Femenino 778(21) 65.7(88) 635(254) 64.7(11)  100(3)  64.9 (377)

Total 100 (27) 100 (134) 100 (400) 100 (17)  100(3) 100 (581)

Fuente: Instrumento de recoleccion de la investigacion: Factores Relacionados a los Comportamientos de

Salud en Adolescentes que Asisten a Centros Educativos.

Tabla 2. Indice de masa corporal segln el sexo.

INDICE DE MASA CORPORAL

Muy bajo Bajo Normo Sobre
obesidad Total Valor P
peso peso peso peso
% (N) % (N) % (N) % (N) % (N) % (N)
Sexo N= 602

Masculino  42.5(17) 49.3(33) 34.1(125) 22.9(16) 32.8(19) 34.9 (210)
Femenino  57.5(23) 50.7(34) 65.9(242) 77.1(54) 67.2(39) 65.1(392)  0.019

Total 100 (40) 100 (67) 100(367)  100(70) 100 (58) 100 (602)

Fuente: Instrumento de recoleccion de la investigacion: Factores Relacionados a los Comportamientos de

Salud en Adolescentes que Asisten a Centros Educativos.
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Tabla 3. Percepcion de imagen corporal segun el indice de masa corporal.

PERCEPCION DE IMAGEN CORPORAL

Muy bajo Sobre
Bajo peso  Normo peso obesidad Total Valor P
peso peso
% (N) % (N) % (N) % (N) % (N) % (N)
indice de masa corporal N= 581
Muy bajo peso  40.7 (11)  14.2 (19) 2.2(9) 0.0 (0) 0.0 (0) 6.7 (39)

Bajo peso 259(7) 239(32) 6.8(27) 0.0 (0) 00(0)  11.4(66)

Normo
33.3(9) 61.9 (83) 64.5(258) 17.6 (3) 33.3(1) 60.9 (354) <0.001
peso
Sobrepeso 0.0 (0) 0.0 (0) 16.7 (67) 0.0 (0) 0.0 (0) 11.5 (67)
Obesidad 0.0 (0) 0.0 (0) 9.8 (39) 82.4 (14) 66.7 (2) 9.5 (55)
Total 100 (27) 100 (134) 100 (400) 100 (17) 100 (3) 100 (581)

Fuente: Instrumento de recoleccion de la investigacion: Factores Relacionados a los Comportamientos de

Salud en Adolescentes que Asisten a Centros Educativos.
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RESUMEN

El ser humano cuenta con 100 trillones de microorganismos comensales en el tracto
intestinal que han sido denominados como microbiota intestinal. Esta comunidad
de microorganismos comensales se empieza a desarrollar justamente en el
momento del nacimiento y se ve afectada por distintos factores, como el modo de
parto, la lactancia materna, la exposicion ambiental y el componente genético. La
microbiota intestinal varia en nimero, especie y estabilidad en todo el trayecto del
tracto gastrointestinal, siendo el colon la regiéon mds poblada. La microbiota
intestinal se caracteriza por su gran espectro de funciones que promueven la
homeostasis del organismo. Sus funciones van desde aumentar la integridad
intestinal hasta inducir respuestas de hambre y saciedad. La microbiota intestinal
tiene una gran funcién de defensa contra ciertos patdgenos, funcion metabdlica,
inmunoldgica y neuromoduladora. Debido a esta fuerte asociacion de la
microbiota intestinal y estas diferentes funciones fisioldgicas del organismo, es de
esperarse que cualquier alteraciéon de ella, pueda inducir a una enfermedad
intestinal. Existe una nueva técnica llamada trasplante de microbiota fecal, que ha
demostrado ser efectiva a la hora de tratar una alteracion tanto de la composicion,
variedad como de la estabilidad de la microbiota, siendo su principal objetivo
tratar enfermedades inflamatorias intestinales.

Palabras claves: microbiota, microbiota intestinal, inmunidad, metabolismo,
disbiosis.
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GENERALIDADES

La relacion entre la microbiota y la salud
del ser humano es un tema que ha ido
creciendo en la ultima década. Esta bien
establecido que una microbiota saludable es
responsable de muchas funciones que
conllevan a la salud general del organismo.
La microbiota intestinal especificamente,
desempena
organismo como metabolismo de nutrientes
y drogas, mantenimiento de la barrera
intestinal, inmunomodulacién y proteccion
contra patogenos. La microbiota varia en
los diferentes estados de la vida y sufre
cambios en respuesta a varios factores. Esta
se ha visto asociada a varias enfermedades
como Enfermedad Inflamatoria Intestinal,
Sindrome de Intestino Irritable 'y
enfermedades metabolicas como obesidad y
diabetes. Incluso, se ha relacionado con
alergias y problemas de neurodesarrollo’.

varias funciones en el

Concepto

La palabra microbiota se refiere a la
poblacion  de
colonizan una regién en particular del
organismo e incluye bacteria, virus, fungis
y protozoos!. Otra definiciéon también
aceptada es que la microbiota es una
comunidad ecologica de microorganismos
tanto beneficiosos como patogénicos que
viven en estrecha relacion con el organismo
y que de cierto modo se benefician de
éste’*.La  microbiota  intestinal  es
especificamente aquellos microorganismos
vivos que residen en el tubo digestivo. La
microbiota residente en el intestino humano

microorganismos  que

es una de las comunidades mas densamente
pobladas, incluso mas que el suelo, el
subsuelo y los océanos*®.

término

Otros autores usan el

microorganismos comensales para referirse

Volumen 9, Numero 1, Ao 2019

a la microbiota intestinal. La palabra
comensales deriva del latin “commensalis”
que significa “comer juntos” haciendo
referencia a la gran funcion metabdlica de
la microbiota intestinal en la degradacion
de polisacaridos no digeribles en el
intestino!®.

Se calcula que el ser humano tiene en su
interior unas 2000 especies bacterianas
diferentes. Diversos estudios han puesto
de manifiesto que los tres filos
bacterianos  predominantes en la
microbiota intestinal son!®:

Firmicutes (Abundancia relativa = 65%)
Bacteroidetes (Abundancia relativa = 23%)
Actinobacteria (Abundancia relativa =5%)

La composicion de la microbiota intestinal
varia mucho en todo el trayecto del tracto
gastrointestinal (Figura 1). En el eso6fago,
con un pH de menos de 4, existen
aproximadamente 10! bacterias/gramo, y
las principales son Bacteroides, Gemella,
Megasphaera, Pseudomonas, Prevotella. En el
estomago, con un pH de 2, existen 102
bacterias/gramo y las principales son
Estreptococos,  Lactobacillus,  Prevotella,
Enterococos, Helicobacter pylori. En el
intestino delgado, con un pH de 5 a 7,

existen aproximadamente 107
bacterias/gramo y las principales son
Bacteroides,  Clostridium,  Estreptococos,

Lactobacillus, g-Proteobacteria, Enterococos.
En el ciego, con un pH de 5.7, existen
aproximadamente 10° bacterias/gramo y
las principales son Lachnospira, Roseburia,
Butyrivibrio, Ruminococcus, Fecalibacterium,
Fusobacteria. Por tltimo, y la region mas
importante debido a su gran carga
bacteriana, es el colon, con un pH de 5 a
5.7 'y las principales bacterias son
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Bacteroides, Clostridium, Prevotella,
Porphyromonas, Eubacterium,
Ruminococcus, Estreptococos,

Enterobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Peptostreptococcus, Fusobacteria”s?.

MODIFICADORES

El desarrollo de la microbiota intestinal se
da justamente después del parto. Debido
al paso del bebé por el canal de parto, éste
se ve expuesto a una poblacion de
microbios que conllevaran al desarrollo de
la microbiotal®. Esto se ha demostrado
por estudios que demuestran que la
mayoria de recién nacidos tienen una
composicion muy parecida a la de sus
madres en los primeros dias después del
parto. La composicion de la microbiota es
relativamente simple en todo el intestino,
pero varia mucho tanto con el individuo y
con el tiempo. Se estima que de 1-3 anos
es lo necesario para que el lactante tenga
una microbiota intestinal definida!®!. De
igual forma, se ha demostrado que existe
un componente genético que hace mas o
menos predispuesto al individuo a
adquirir unos microorganismos u otros.

Otros factores que contribuyen al origen
de la microbiota son enfermedades de la
vida temprana, uso de antibidticos y dieta.
En el primer ano de vida, la microbiota
suele tener poca variabilidad y no es hasta
los dos afios donde ya la microbiota esta
desarrollada similar a la del un adulto'.

Modo de parto
Estudios recientes han basado sus cultivos
en la cuestionante de si el Gtero es estéril o

no y han sugerido que hay microbios en la
placental314, liquido
membrana fetal, sangre

umbilical'® y meconio”. Los estudios

amnidtico’®,
del cordon

Volumen 9, Numero 1, Ao 2019

sugieren que las muestras intrauterinas
albergan ADN bacteriano, pero no

necesariamente células bacterianas

cultivables. La  microbiota intestinal
maternal podria transportarse al feto a
través del torrente sanguineo, una hipodtesis
respaldada por la deteccion de Enterococcus
faecium marcado en el liquido amnidtico y
el meconio de
oralmente. Un estudio reciente también ha
informado sobre la presencia de niveles
bajos de biomasa bacteriana en la placenta
humana y ha identificado una microbiota
no patogénica similar a la de la cavidad oral
(que incluyen miembros de Firmicutes,
Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroides 'y
Fusobacteria), y los autores plantean Ila
hipdtesis de que la corriente sanguinea
podria ser la via para administrar las
bacterias orales maternas al feto®. El factor
prenatal que influye de manera mas directa
en la composicion y la variabilidad de la
microbiota intestinal es el modo de parto y
este puede tener dos modalidades: natural,
es decir, por el canal vaginal y también por
cesarea. Cabe destacar que cada una de
estas contribuird de manera diferente en la
composicion y variabilidad de la microbiota
intestinal'®.

ratones inoculados

Para comprender el primer indculo
bacteriano que reciben los recién nacidos
con modo de parto via vaginal, es
importante caracterizar la microbiota
vaginal ~materna. En  mujeres no
embarazadas, se han identificado al menos
seis tipos de microbiota vaginal'®, y se han
definido cinco tipos de estado de
comunidad bacteriana (CST)?. Cuatro de
estos CST se encuentran tipicamente en
mujeres asiaticas y blancas, y estan
dominados por especies de Lactobacillus (L.
crispatus (CST I), L. gasseri (CST 1II), L. iners
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(CST III) y L. jensenii (CST V)). CST IV se
observa a menudo en mujeres negras e
hispanas, y se caracteriza por bajos niveles
de Lactobacillus spp. y una mayor diversidad
de diversas bacterias anaerdbicas .

La piel, el intestino y las cavidades orales
asi como las nasofaringeas de los bebés que
nacen por via vaginal estan inicialmente
enriquecidos en Lactobacillus spp., que se
asemeja a la microbiota vaginal materna®!.
Por el contrario, la piel, la boca y el
intestino de los nifios que nacen por cesdrea
carecen de este inoculo y en su lugar son
colonizados por la piel comtn y microbios
ambientales como Estafilococos, Estreptococos
o Propionibacteria®**.La microbiota vaginal
tiene una menor diversidad y una mayor
estabilidad de la composicion bacteriana
durante el embarazo®, y generalmente esta
dominada por especies de Lactobacillus tales
crispatus o L.iners®.El
Lactobacillus  spp.
durante el embarazo se ha confirmado en

como L.
enriquecimiento  con

una cohorte de mujeres europeas, aunque
también se han notificado casos de
comunidades de Lactobacillus enriquecidas
con bacterias anaerdbicas?®.

Antibioticos

El uso de medicamentos (especificamente
antibidticos) en la vida temprana es un
factor postnatal que afecta directamente
la composicion y variabilidad de Ia
microbiota. Los
administran selectivamente para dirigirse
a una poblacidon patdgena especifica. Sin
embargo, la mayoria de los antibidticos
producidos tienen un gran espectro de
actividad, por lo que pueden usarse para
tratar muchas enfermedades. Por lo tanto,
aunque los antibidticos estan disefiados
para atacar organismos patdgenos, los

antibioticos se

Volumen 9, Numero 1, Ao 2019

miembros relacionados de la microbiota
también se ven afectados?’-28.

En ausencia de antibidticos se mantiene
una homeostasis intestinal. Los patrones
moleculares asociados a los
microorganismos (MAMPs, por sus siglas
en inglés) de la microbiota son detectados
intracelularmente y extracelularmente
por receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs, por sus siglas en inglés),
especificamente por los receptores tipo
Toll (TLRs, por sus siglas en inglés) y los
receptores de dominio de oligomerizacion
de nucledtidos (NODs, por sus siglas en
inglés). Estos educan a las células
intestinales de Paneth a secretar péptidos
antimicrobianos (AMP) asi como mucina.
La inmunoglobulina A (IgA) secretora y
los AMP son importantes para controlar
el numero de bacterias y mantener la
homeostasis
estrechas y una capa espesa de moco
evitan que los patdgenos entrantes dafien
la barrera de la mucosa.

epitelial. Las uniones

En cambio, la presencia de antibidticos
provoca una disrupcion la homeostasis
epitelial. Se pierden subconjuntos de la
microbiota normal, lo que reduce la
exposicion epitelial a los MAMP
derivados de la microbiota. Menos
MAMP dan como
disminuciéon de la senalizacion de la
microbiota del huésped, lo que conduce a
una produccion de AMP disminuida por
células epiteliales intestinales. Algunos
antibidticos causan adelgazamiento de la
capa de moco e interrupcion de las
uniones estrechas, haciendo que el

resultado una

huésped sea mas susceptible al dafio a la
barrera de la mucosa, causada por los
patdgenos entrantes. La pérdida de la
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produccion de AMP y de la integridad de
la barrera de las células epiteliales facilita
la invasion exitosa por patdgenos

entéricos®.

Lactancia materna

La leche materna también puede contener
hasta 107 células bacterianas/800ml de leche,
incluidas como  Estafilococos,
Estreptococos, Lactobacillus y Bifidobacterium,
que sirven como indculo para el recién

bacterias

nacido, aunque el origen exacto de estas
bacterias maternas aun no se ha
detectado®’3l. Debido a este numero alto de
bacterias por mililitro en la leche materna
se dice que esta aumenta tanto la
variabilidad como la estabilidad en la vida
temprana del bebé. Las
bacterias que aporta la leche materna
incluyen  Staphylococcus,  Streptococcus
Estreptococos, Lactobacillus y Bifidobacterium.
Los recién nacidos alimentados con leche

materna se ha demostrado que tienen una

principales

poblacion mas estable y uniforme en
comparaciéon con los alimentados con
formula®. Cantidades
pequenas de suplementacion con férmula
de lactantes amamantados provocardn
cambios desde un patréon amamantado a
uno alimentado con férmula.

Exposiciéon ambiental

El ambiente que rodea al recién nacido
también es wuna fuente natural de
microbios que  pueden
diferentes sitios del cuerpo. Por ejemplo,
la cohabitacion aumenta la probabilidad
de intercambio bacteriano mediante el

relativamente

colonizar

uso de objetos compartidos, el contacto
de superficies
interior®*. También, la sala de cirugia que
es el primer lugar al cual el bebé es
expuesto,
microorganismos que se ocupan de

comunes y el aire

cuenta con muchos
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colonizarlo justamente en el momento del
parto y de este modo aumentar la

variabilidad y la estabilidad del bebé.

Una mayor exposicion a endotoxinas en
el polvo doméstico y un mayor niimero de
integrantes en la familia también puede
dar como resultado una floracion de
Bifidobacterium en lactantes y una menor
Lactobacillus,
Bifidobacterium adolescentis y Clostridium
difficile durante los primeros dos meses de
vida

abundancia de

Componente genético

Aunque los microbiomas
pueden diferir
diversidad entre adultos, a menudo se
observa que los miembros de la familia
tienen microbiota mds similares que las
personas no relacionadas. Las similitudes
familiares se suelen atribuir a influencias
ambientales

intestinales
notablemente en la

como las
preferencias poderoso
modelador de la composicion del
microbioma. Sin embargo, las personas
relacionadas comparten un mayor grado de
identidad genética, lo que plantea la
posibilidad de que la composicion genética
compartida subyace a las similitudes
familiares del microbioma®. Por ejemplo, la
tasa de concordancia para el transporte del
metandgeno Methanobrevibacter smithii es
mayor para los pares gemelos monocigotos
(MZ) que dicigotos (DZ), y los estudios que
comparan  microbiota  entre
humanos que difieren en loci genéticos
especificos han demostrado interacciones
gen-microbiota®. También, se ha visto que
el filo bacteroide estd directamente
relacionado con la probabilidad de
colonizaciéon debido a un componente
genético, especificamente por

compartidas,
dietéticas, un

sujetos
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Christensenellaceae’®. En un estudio de

sesenta
demostréd que los miembros de la familia
comparten una microbiota oral, intestinal y,
en particular, mas similar a la piel que los
sujetos no

familias estadounidenses, se

relacionados. Ademas, se
presume que el contacto frecuente con
mascotas y animales a temprana edad
ejerce un efecto protector en el bebé a
través de una mayor exposicion a los
microbios que ayudan en el desarrollo de la

tolerancia inmune3%.

TOLERANCIA

El sistema digestivo de los mamiferos
cuenta con trillones de microorganismos
que conviven en un estado dindmico.
Estos microorganismos establecen una
relacion simbidtica con su hospedador,
haciendo asi mas facil la contribucion al
estado de salud general por parte del
microorganismo hacia el hospedador.
Esta asociacion tan estrecha entre la
microbiota y el intestino humano posee
ciertos retos hacia la salud. El hecho de
que existan trillones de microorganismos
en los 200 M? de superficie intestinal
representa un reto importante para el
sistema inmune¥. Este sistema inmune
tiene un rol esencial en limitar la invasion
local por la microbiota y asi prevenir
cualquier  interaccion  nociva.  Los
mecanismos por los cuales el sistema
inmune logra esto son: inducciéon de la
produccion de péptidos antimicrobianos,
lamina mucosa e IgA, que, a fin de
cuentas, conllevaran a la neutralizacion,
limitaciéon y destruccion de
microorganismos que pueden inducir un
estado de disbiosis.

ciertos

Lamina mucosa

Las células caliciformes son células
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epiteliales especializadas que secretan
glicoproteinas de mucina. Estas mucinas
se organizan en una lamina parecida a un
gel viscoso que se extiende hasta 150pum
desde la superficie de la célula epitelial
formando dos estratos. Debido a la
presencia de la microbiota intestinal, los
PRR son estimulados por los PAMPs, de
este modo se activa por via del TLR la
senalizacion de la MyD88. Esta terminara
activando la IxB kinasa (IKK), quien
fosforilara al inhibidor de xappa B (IkB) y
de ese modo se inhibe la inhibicion del
NFkB, induciéndose asi el aumento de la
producciéon de mucinas como: MUC2,
MUC4, MUC13 y MC5B. La via
dependiente de NOD es a través de una
kinasa de la proteina que interacttia con el
receptor (RIPK, por sus siglas en inglés)
que aumentard la expresion de IKK y
permitird la mayor expresion de NF«B
como se menciond anteriormente%.

Esta mucina liberada hacia el lumen tiene la
caracteristica de que se organiza en dos
estratos o laminas. Una ldmina mucosa
interna y otra externa, las cuales tienen
caracteristicas distintivas que conllevan a un
mejor estado simbidtico. La ldmina mucosa
interna es una zona protegida donde no
hay bacterias mientras que el estrato
externo contiene muchas bacterias. El
estrato interno es resistente a la penetracion
de bacterias para que no hagan contacto con
las células epiteliales. También, la lamina
mucosa interna tiene muchas enzimas
hidroliticas, y es mas densa, todo lo
contrario a la lamina mucosa externa, la
cual no tiene tantas enzimas hidroliticas y
tiene un aspecto mas gelatinoso. El
principal componente es la MUC2
secretada por las células caliciformes®’. De
este modo, la microbiota intestinal induce
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la produccién y secrecion de mucina y por
lo tanto limita el contacto bacteria-epitelio y
asi se ayuda a mantener el ambiente
tolerogénico y, por tanto, la simbiosis.

Péptidos antimicrobianos como mecanismo

de tolerancia

Un segundo mecanismo inmune que limita
el contacto bacteria-epitelio es a través de la
secrecion de compuestos antimicrobianos
por las células epiteliales. Estos pueden ser
defensinas, catelicidinas o lectinas tipo C.
La mayoria de estas proteinas destruyen a
las bacterias a través de un ataque
enzimatico a la pared celular bacteriana o
por la disrupcion de su membrana
bacteriana interna. Estos antimicrobianos
son producidos por enterocitos, células
caliciformes y células de Paneth. Este
mecanismo también puede ser controlado
por las mismas bacterias ya que sus PAMPs
pueden activar los receptores TLR para que
se exprese proteina derivada de islote
generador 3 gamma (ReG3y, por sus siglas
en inglés), el cual es un producto
antimicrobiano y asi poder aniquilar las
bacterias. Este mecanismo es dependiente
de receptor TLR. Otro mecanismo
dependiente de NOD-2 es a través de la
sintesis de derivados de las a-defensinas,
criptidinas, las cuales tendran accion
directa para destruir las bacterias. El
mecanismo mas bdsico es a través de la
secrecion normal y constitutiva de a-
defensinas por las células epiteliales.

Inmunoglobulina A

Un tercer mecanismo para la limitacion de
esta microbiota es a través de la
produccion de IgA. La IgA secretada
limita la asociacién de las bacterias con el
epitelio restringe la
penetracion de las bacterias con accion

intestinal vy
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simbidtica a través del epitelio intestinal.
Esta IgA es producida por las células
plasmaticas productoras de IgA. El
mecanismo molecular de esta interaccion
se da en la superficie epitelial apical de los
enterocitos.

Las células dendriticas (CD) de la lamina
propia toman las bacterias que penetran
en el epitelio a través del epitelio gracias a
sus prolongaciones dendriticas. Después
de captar las bacterias, estas CD migran a
los nédulos linfaticos mesentéricos y a las
placas de Peyer donde inducen la
diferenciacion de células productoras de
IgA. Después, estas células se desplazan a
la lamina propia y secretan IgA dimérica
la cual sufre un proceso de transocitosis
hacia la superficie de la célula epitelial
intestinal donde se une a las bacterias y asi
limita su interaccion con el epitelio
intestinal y su posterior penetracion al
mismo.

También las CD de la playa de Peyer
captan los antigenos bacterianos que
sufrieron transocitosis por las células M y
estas van a permitir el paso de célula B a
célula B productora de IgA#45,

FUNCIONES

La microbiota intestinal cuenta con un
repertorio de funciones que colaboran
para mantener la homeostasis del
organismo. Dentro de sus principales
funciones, esta la metabodlica, en donde la
produccion de acidos grasos de cadena
corta (SCFA, por sus siglas en inglés), tiene
efectos sistémicos, intestinales e incluso
hasta inmunologicos.

De igual manera, la microbiota intestinal
tiene una amplia funcién en cuanto a la
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defensa contra patogenos, esta funcion es
gracias a su capacidad de inducir la
produccion de péptido antimicrobianos que
actuaran sobre la superficie de la
membrana de las bacterias aniquilandolas.
Otro mecanismo para
patogenos por parte de la microbiota es a
través del mantenimiento de la integridad
de la barrera intestinal en donde un
aumento de ciertas proteinas entre los
enterocitos, impide el paso de patdgenos
desde el lumen hacia la sangre. La
microbiota intestinal también se caracteriza
amplia
inmunologica. Dentro de ésta, se encuentra
la diferenciacion de linfocitos T, el aumento
de la respuesta adaptativa
intestinal, maduracion de la placa de
Peyer?, aumento de maduracion de
receptores de células B y T, aumento de
produccion de IgA, entre otras.

combatir los

por  tener  una funcion

inmune

Por ultimo, la microbiota tiene un gran
reconocido papel en el sistema nervioso
central, en este rol estan involucrados
metabolitos intestinales que ya sea por su
excitacion o inhibicion de ciertos receptores
en ciertas neuronas se asocia a respuestas
como el estrés, ansiedad, saciedad vy
hambre?.

Defensa

Los dos mecanismos principales de la
microbiota intestinal para combatir los
patogenos son a través de los péptidos

antimicrobianos y gracias al
mantenimiento de la barrera
intestinal#84°.

Péptidos antimicrobianos
La comunidad de microbiota intestinal es
capaz de producir un gran numero de

pequenas moléculas ampliamente
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bioactivas que acttian hacia otros
miembros de la microbiota intestinal y/o
hacia patdgenos entéricos®. Los AMP se
definen con 12-60
residuos de aminodcidos de bajo peso

molecular (entre 0.7 y 9.0 kDa), con alta

como moléculas

termoestabilidad, carga positiva y una
presencia de residuos
hidrofobos™. Estos se dividen en tres
grupos principales: péptidos anfipaticos
a-helicoidales, péptidos anfipaticos con
lamina B y péptidos extendidos.La
relacion estructura-actividad (SAR) de los
AMP es un determinante clave porque
proporciona
mecanismos moleculares que regulan la

elevada

informacidon sobre los

actividad bioldgica de los AMP sobre los
patégenos. Hasta ahora, se ha
comprendido  que la  capacidad
antimicrobiana de péptidos
depende de diferentes propiedades
biofisicas que permiten la absorcion, la
penetracion y la ruptura de las paredes
celulares de los microorganismos.

muchos

Los péptidos a-helicoidales anfipaticos
corresponden al grupo principal de AMP
cationicos. Este grupo tiene la propension a
crear plegamiento de hélice alfa. En
ambientes membranosos
capacidad antimicrobiana promoviendo
una aglomeracion en la interfase lipido-
péptido que ocurre a través de una intensa
atraccion electrostatica con la cabeza
anionica de los fosfolipidos. Los miembros
mas representativos de este grupo son
cecropinas, magaininas, catelicidinas y
temporinas’!.

aumenta su

Los péptidos de lamina [ anfipaticos
presentan varios dominios bien definidos
de cadenas {3, generalmente sin ningun
dominio helicoidal. En este grupo, los
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principales miembros representativos son
B-hairpin y defensina. El contacto con
anidnicas
plegamiento de péptidos en estructuras
oligoméricas de peptidicos
transmembranales, pero también puede

membranas promueve el

barriletes

producir agregados de laminas (3 en la
superficie de membranas ricas en colesterol.
Una gran parte de los AMP en este grupo
son membranosos con mecanismos basados
en la interaccion idnica entre residuos de
arginina cationica y la membrana celular
que conducen a la formacion de poros
toroidales. Sin embargo, la evidencia
sugiere que ciertos péptidos de lamina (3
son capaces de atravesar la membrana
celular y unirse al ADN, interfiriendo en las
interacciones ADN-proteina.

Los péptidos extendidos tienen wuna
conformacion estructural definida por la
presencia de arginina (Arg), triptéfano
(Trp), prolina (Pro), cisteina (Cys) e
histidina (His) que da como resultado
estructuras secundarias especificas.
Histatinas, indolicidina, y PR-39 son
miembros representativos de este grupo. En
general, estos péptidos no son activos en la
membrana celular, y su mecanismo
antimicrobiano se atribuye a la interaccion
con proteinas intracelulares que podrian
inhibir el proceso de replicacion del ADN>2.
La accion de los AMP sobre los microbios
invasores se produce debido a su
capacidad de
membrana o su capacidad para alterar o
inhibir los objetivos intracelulares. Entre
actividad
membranolitica, los mas citados son el
modelo toroidal, el modelo de barril y el
modelo de alfombra®.

interaccion con la

los mecanismos de

- Modelo toroidal: este modelo consiste
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en distorsiones continuas en la bicapa
lipidica causadas por la
electrostatica que los péptidos cationicos
promueven sobre los grupos fosfato de
las superficies de membrana externa e
interna. La asociacion entre los péptidos y

atraccion

los lipidos causa una pérdida parcial en la
carga liquida positiva de los AMP que
favorece la formacion de los agregados
peptidicos en el nucleo de la membrana,
lo que provoca su ruptura y la
consiguiente liberacion de componentes
intracelulares.

-  Modelo de barril: En este caso, el
poro transmembrana estd formado por
AMP  extremadamente  hidrofdbicos,
como la zervamicina. Los péptidos
interactian a través de sus dominios
hidrofébicos dando como resultado la
formacién de una estructura de viga
helicoidal, en la cual el lado hidrofilo esta
compuesto por el recubrimiento interno
de poro, y el lado hidréfobo interacttia
con el nucleo de acil de la membrana y
logra estabilidad a través de fuerzas de
van der Waals efectivas. Estos tltimos se
insertan profundamente en el ntcleo de
la membrana de acilo, promoviendo una
mayor expansion de poros y la
translocacion de fosfolipidos para generar
potencial electroquimico trans negativo®.

- Modelo de alfombra: el modelo de
alfombra consiste en la ruptura de la
membrana celular debido a la
acumulacion de péptidos en su superficie.
Los AMP cationicos son adsorbidos por la
membrana permanecen
enlazados electrostaticamente en diversos
sitios a las cabezas de fosfolipidos
anionicos que forman una estructura de
alfombra. Este mecanismo se basa en

celular 'y
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propiedades de union de tipo detergente,
donde la interrupcion de la membrana se
produce a pesar de la formacion de
canales. El péptido PIn149a, la LL37
derivada de catelicidina humana y la
Magainin-2amida sustituida con Xenopus
alanina estan implicadas en este proceso.

Integridad intestinal

Se ha demostrado que las bacterias y los
probidticos comensales
integridad de la barrera intestinal tanto in
vitro como in vivo. El tratamiento de las
células

promueven la

epiteliales con Escherichia coli
conduce a una mayor expresion de la
proteina zona de oclusion 2 (ZO2 por sus
siglas en inglés). Del mismo modo,
Bifidobacterium  infantis conduce a un
aumento en Z01, ZO3. Esto también
conduce a un aumento en ocludina y
claudin-2.  Se
administracion de L. plantarum en el
duodeno de voluntarios humanos sanos
aumenta significativamente el ZO1 y la
ocludina. L. plantarum, que conduce a una
alta densidad de filamentos de actina en las
regiones perijuncionales y las proteinas de
unidn estrecha (TJ, por sus siglas en inglés)
estdn mas estrechamente asociadas con el
citoesqueleto®°.

demostr6  que la

Metabolismo
Se estima que el conjunto de genes de la
microbiota intestinal (microbioma

intestinal) es de aproximadamente tres
millones de genes (150 veces mds grande
que el del genoma humano).Esta gran y
diversa comunidad microbiana tiene un
repertorio metabdlico igualmente extenso
que complementa la actividad de las
enzimas de los mamiferos en el higado y la
mucosa intestinal®. La microbiota intestinal

contribuye de manera importante al
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metabolismo humano al contribuir con
enzimas que no estan codificadas por el
genoma humano, por ejemplo, la
descomposicion de polisacaridos,
polifenoles y la sintesis de vitaminas.El
metabolismo de carbohidratos no digeribles
es la funcion metabodlica mas importante de
la microbiota intestinal. Los principales
productos metabdlicos de la microbiota
SCFA: Dbutirato,
propionato. Todos son producidos por la
microbiota intestinal y juegan un papel
muy importante en ciertas funciones
homeostasicas. Estos tienen funcion tanto a
nivel intestinal, inmunoldgicos y a nivel
sistémico™.

intestinal acetato 'y

Produccion de dcidos grasos de cadena corta

Todos son  producidos por el
metabolismo normal de la glucosa que
viene de polifenoles y polisacaridos no
digeribles®. El producto final de la
glucdlisis, el piruvato, puede irse por tres
vias metabolicas que conllevaran a la
produccion de uno de los tres SCFA.

El acetato como primer producto de la
microbiota intestinal puede ser producido
por una via metabdlica denominada
Wood-Ljungdahl, la cual a su vez tiene
dos ramas, una rama en la cual el CO;
formado se reducira a CO y éste se unira
a la acetil coenzima A (Acetil-CoA) para
formar finalmente acetato. La otra via es
que el COz pasa a formato y el formato
pasa a formil tetrahidrofolato (formil-
HA4F) y tienen como intermediario al metil
HA4F que finalmente dara como producto
final el acetato™.

El butirato se produce por la via clasica
del butirato en donde el Acetil-CoA se
condensa con otro Acetil-CoA para
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formar una molécula intermediaria que es
el hidroxibutiril-CoA, el cual pasara a
butiril-fosfato y finalmente a butirato.

Por ultimo, el propionato puede ser
producido por tres vias distintas. La
primera es la via del acrilato en donde el
principal precursor es el lactato que pasa
a lactoil-CoA como intermediario y
finalmente a propionato. Otra via es la via
del succinato donde el principal sustrato
es el succinato y en presencia de un
intermediario como el metilmalonil-CoA
dara como resultado final el propionato.
La dultima via para la produccién de
propionato es la via del propanediol en
donde la fucosa y la romanosa sirven de
sustrato, las cuales pasan al intermediario
propionaldheido y finalmente
propionato®®6l.

Efectos de los dcidos grasos de cadena corta
Estos SCFA tendran muchos
sistémicos y locales. Puede afectar el
sistema inmune, el apetito, el componente
0seo, la secrecion de insulina, el higado, el
sistema nervioso central (SNC) y el tejido
adiposo. Los receptores de acidos grasos
libres (FFAR) detectan los acidos grasos
libres. Hay dos tipos: GPR43/FFAR2 vy
GPR41/FFAR3%. El GPR43/FFAR2 es un
receptor acoplado a proteina G (GPCR, por

efectos

sus siglas en inglés) con acoplamiento doble
Gio vy Gg pero estudios recientes han
demostrado que las funciones estan
principalmente mediadas por Gi. La tinica
excepcion es el intestino, donde GPR43 esta
acoplado a Gg, promoviendo la secrecion de
GLP-1 en las células L, el cual disminuye el
transito intestinal junto al péptido YY. El
GPR41/FFARS3 se acopla solo a Giy se activa
orden de afinidad
propionato>butirato>>acetato. El

en la
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propionato entra por un cotransporte con
sodio y promueve la gluconeogénesis
intestinal>6061-

El butirato es un potente inhibidor de la
histona deacetilasa las cuales son un tipo de
enzimas implicadas en la eliminacion de
grupos acetilo de los residuos de lisina en
las histonas. En general, la acetilacion esta
ligada a la activacion de transcripcion de
genes, mientras que la desacetilacion esta
ligada a la inactivacion transcripcional, por
lo tanto, una inhibiciéon de las histonas
deacetilasa permite una transcripcion de
genes y de este modo protege contra el
cancer colorectal y la inflamacion.

También el butirato es la mayor fuente de
energia para el enterocito y este se une al
receptor GPR109A el cual estimula la
produccion de IL-18 que tendra un efecto
antinflamatorio y anticancerigeno.

Rol Inmunoldégico

La funciéon inmunolodgica de la microbiota
intestinal es bien extensa y abarca
funciones como diferenciacion de células
T, maduracién de placas de Peyer,
maduracion de células
aumenta la  respuesta
intestinal.

iInmunes, y
adaptativa

Respuesta adaptativa intestinal

La respuesta inmune adaptativa intestinal
puede iniciarse en las placas de Peyer o en
los ganglios linfdticos  mesentéricos
(MLN).Las bacterias pueden ser captadas
por las CD de la lamina propia y de la placa
de Peyer por un
transocitosis. También pueden ser captadas

mecanismo de

por las prolongaciones dendriticas de las
células que expresan receptores de
quimiocina tipo 1 (CXCR1", por sus siglas
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en inglés). Esto promueve la posterior
presentacion antigénica en la placa de Peyer
a células T, quienes una vez activadas dejan
estos tejidos linfoides y se dirigen a la
lamina propia a través del torrente
sanguineo.

Diferenciacion de células T

Las células dendriticas CD103+ estan
condicionadas por factores derivados del
epitelio y de la microbiota intestinal. Dentro
de estos
linfopoyetina estromal timica (TSLP), factor
de crecimiento transformante beta (TGF-)
y acido retinoico, también estd influenciado
por el lipopolisacarido A (PSA) de B.
fragilis. Esta influencia permite que aparte
de adquirir una naturaleza tolerogénica,
pueda inducir a las Treg* FOXP3, las cuales
producen IL-10 para inducir tolerancia. Un
grupo de bacterias llamadas Bacterias
filamentosas segmentadas (SFB, por sus
siglas en inglés) también pueden provocar
un efecto en la inmunidad y es que
promueven la diferenciacion de Tul7 y Tul.
Estas bacterias SFB y sus productos como
adenosin trifosfato (ATP) y proteina sérica
amiloide A promueve que las células
dendriticas inflamatorias puedan secretar
IL-1. IL-6, IL-23 para aumentar la inducciéon

factores se encuentran la

de Tul7. También permite la secrecion de
IL-12 y asi aumenta la induccion de Twul.
Las cuales (Tul7 y Tul) mantienen la
integridad de la barrera intestinal y
aumentan la activacion de macréfagos y
neutrofilos para eliminar bacterias que
penetren.

Otros efectos

Aparte del aumento de la respuesta
adaptativa intestinal y de aumentar la
diferenciacion de células T por parte de la
microbiota intestinal, ésta también tiene
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otros efectos, una de estos es la
maduracion de la placa de Peyer,
produccion 'y secrecion de mucina,
diferenciacion de células B en células B
productoras  de inmunoglobulinas,
maduracion de receptores de células B y
células T, aumento de la secrecion de
péptidos antimicrobianos, etc.

Neuromodulacién

El eje del intestino-cerebro, un sistema de
comunicacion neurohumoral bidireccional,
es importante para mantener la homeostasis
y estd regulado a través del sistema
nervioso central y entérico y las vias

neuronal, endocrina, inmune y metabdlica.
Mientras que el término "eje microbioma-
intestino- cerebro” incluye explicitamente el
papel de la flora intestinal en los eventos de
sefializacion bioquimica que tener lugar
entre el tracto gastrointestinal y el SNC. Las
vias neurales, inmunologicas, endocrinas y
metabdlicas por las que la microbiota
influye en el cerebro, y el componente
propuesto de cerebro a microbiota de este
eje®.

Los mecanismos putativos por los que las
bacterias acceden al cerebro e influyen en el
comportamiento productos
bacterianos que obtienen acceso al cerebro a
través del torrente sanguineo y el drea
postrema, a través de la liberacion de
citosinas de las células inmunes de la
mucosa, mediante la liberacion de
hormonas intestinales como 5-
hidroxitriptamina (5- HT) de
enteroendocrinas, o) vias

neuronales, incluido el nervio vago. El
estrés y las emociones pueden influir a
través de la liberacion de hormonas del
estrés o neurotransmisores simpaticos que
influyen en la fisiologia intestinal y alteran

incluyen

células
aferentes
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el habitat de la
Alternativamente, las hormonas del estrés
del huésped, como la noradrenalina,
pueden influir en la expresién génica
bacteriana o la senalizacion entre bacterias,
y esto podria cambiar la composicion
actividad de la

microbiota.

microbiana y la
microbiota®.

Comportamiento
Recientemente se ha demostrado el papel
que tiene la microbiota intestinal en el

comportamiento, cognicién, lenguaje y
memoria. Gran parte de esto se debe al
metabolismo del triptéfano A parte del 90%
de produccion intestinal de serotonina,
existen bacterias especificas que producen
serotonina. También la microbiota intestinal
tiene la enzima triptéfano sintasa la cual
aumenta el triptéfano. Entre ellas se
encuentran
Streptococous thermophilus y morganella
morganii. El triptéfano por una enzima
conocida como triptéfano hidroxilasa
pasard a 5-hidroxitriptéfano y después a
serotonina por una descarboxilasa aminica.
Pero también el triptéfano,
fisiolégicamente, puede pasar a kynurina
por dos enzimas principales: triptéfano 2,3
dioxigenasa (TDO) e
dioxigenasa.

Lactobacillus  plantarum,

indolamina 2-3

Esta kinurina puede metabolizarse por dos
vias. Una lleva a la produccién de Acido
Kinarico (KYN, por sus siglas en inglés)
(neuroprotector y antagonista de los
receptores nicotinicos a7 y el receptor de N-
metil D-aspartato (NMDA)) y el acido
quinolinico (neurotoxico, agonista del
receptor NMDA). El KYN tiene actividad
neuroactiva y disminuye la excitacion
neuronal, es antagonista de los receptores

acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
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isoxazolpropiénico (AMPA, por sus siglas
en inglés), NMDA y kainato®. El acido
quinolinico es un agonista de NMDA y
tiene un gran efecto neurotoxico que
conlleva a problemas neurodegenerativos,
este conlleva a defectos del citoesqueleto,
vacuolizaciébn y muerte celular. Este
provoca que la red neuronal de los
astrocitos y la microglia sufran apoptosis y
asi disminuye la expresion de factores
neurotroficos y

depresivos.

llevando a sintomas

Apetito

La vida de todo ser vivo estd dominada por
la constante necesidad de comer que se
traduce a hambre y el hecho de no estarlo,
saciedad. La microbiota intestinal como se
explicé anteriormente, es responsable de
brindarle algunos nutrientes al organismo.
Por esto, la microbiota intestinal influye
directamente con las vias moleculares que
controlan el balance energético del huésped.
En el cerebro, las vias del apetito se
organizan organos
circunventriculares, como el nucleo arcuato
hipotaldmico que es directamente accesible
a los factores circulantes y los centros
aferentes de los nervios craneales, como el
nucleo del tracto solitario (NTS), que recibe
la entrada vagal.

alrededor de los

De forma similar a las rutas moleculares
que regulan el metabolismo energético en el
huésped, la microbiota intestinal también
estd sujeta a modificaciones tanto a corto
como a largo plazo. Los cambios diarios a
corto plazo incluyen fluctuaciones en el
numero de bacterias, mientras que los
cambios a largo plazo se
principalmente a la composicion de la
microbiota. Estos cambios del nimero de la
microbiota intestinal a corto plazo y de su

refieren
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composicion a largo plazo se denomina
ciclo de vida bacteriano. Dependiendo de la
rapidez y lentitud de estos cambios, se vera
afectado el apetito o la saciedad del
huésped.

El ciclo de vida bacteriano se puede dividir
en dos grandes fases: Una primera fase
exponencial 'y una segunda fase
estacionaria. Fase de crecimiento
exponencial es la fase de rapido aumento en
el numero de células, donde cada nueva
célula se divide ain mas. La duracion de la
fase de crecimiento exponencial de una
poblacidon bacteriana depende del numero
inicial de bacterias, ya que la divisién celular
se detiene una vez que el nimero de células
alcanza un umbral especifico. Fase de
crecimiento estacionario es cuando hay
mantenimiento  del
poblacion por equilibrio entre células que se
dividen y lisis. La duracion de la fase
estacionaria en condiciones in vitro depende
principalmente de la disponibilidad de
nutrientes. En las wvisceras, la fase
estacionaria se acorta por factores de lisis
bacteriana regulados por el huésped. Lo
interesante de esto es que, tanto la fase
exponencial como la estacionaria coinciden
con las fases prandiales y postpandriales del
huésped. Las moléculas
bacterias producidas durante la fase
estacionaria pueden indicar un equilibrio de
energia al huésped, que se convierte en una

tamano de una

derivadas de

sensacion de saciedad.

Por el contrario, una fase de declive de la
poblacion de bacterias intestinales podria ir
acompanada de una disminucion de tales
sefales estacionarias relacionadas con la
fase, que el huésped percibe como un déficit
de energia y una sensacién de hambre. Para
influir

directamente en este circuito

Volumen 9, Numero 1, Ao 2019

neuronal, los componentes bacterianos
deberian estar presentes en la circulacion,
donde podrian reflejar
relativa de una poblaciéon de bacterias
intestinales. Las asociaciones causales entre

los fenotipos metabolicos de la energia del

la abundancia

huésped y la composicion de la microbiota
intestinal, incluida su estabilidad a largo
plazo, apuntan a la existencia de enlaces
moleculares entre las bacterias intestinales y
la red hipotalamica. Los lipopolisacaridos
son probablemente el tunico fragmento
bacteriano que se ha
relativamente bien con respecto a sus
efectos sistémicos.

estudiado

Otros  productos del  metabolismo
bacteriano incluyen ATP y lactato. Ademas
de su papel clave como sustrato energético,
el ATP circulante también podria indicar el
estado del balance energético®. El
catabolismo de todos los macronutrientes
produce una mayor produccion de ATP,
mientras que el anabolismo consume ATP y
da como resultado un aumento relativo del
AMP. Los receptores de ATP
presentes en las células nerviosas, incluidas
las neuronas liberadoras del neuropéptido
Y/péptido relacionado a aguti (NPY/AgRP,
por sus siglas en inglés).El lactato, el sustrato
preferido para las neuronas, se produce
abundantemente en el intestino por Lactobacilli, y
también por Enterobacteriaceae y Bifidobacteria, a
partir de carbohidratos fermentables.

estan

Los niveles de lactato se incrementan
posprandialmente en la sangre portal,
mientras que la infusiéon portal de lactato
reduce el tamafio de la comida, apoyando
asi un papel para el lactato derivado del
intestino en la saciedad. Estos resultados,
junto con la activacién del homdlogo de la
proteina caseinolitica peptidasa B (ClpB,
por sus siglas en inglés) de las neuronas
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productoras  de  propiomelanocortina
(POMC, por sus siglas en inglés) del ntcleo
arcuato (NARC), apoyan un enlace humoral
mediado por ClpB entre la microbiota
intestinal y el circuito hipotaldmico neuro-
peptidérgico. Ademads, las proteinas de E.
coli en la fase estacionaria rica en ClpB
aumentaron c-Fos en las neuronas ARC
POMC, del ntcleo ventromedial (nVMN) y
el nacleo central de la amigdala (CeA),
demostrando la activacion de los centros
sensoriales e integradores de los circuitos
anorexigenos en el cerebro.

La IgG en circulacion podria proteger a las
hormonas peptidicas altamente inestables
de la degradacion al funcionar como un
portador peptidico. Tal papel se ha
demostrado para la IgG reactiva a la
ghrelina, que ha aumentado ligeramente la
afinidad micromolar por la ghrelina en
individuos con obesidad, mejorando asi los
efectos orexigenos de la ghrelina®.

El PYY secretado por células
enteroendocrinas, ira al ntcleo arcuato
donde inhibird las hormonas NPY y de
AgRP por lo tanto inhibe las senales del
nucleo arcuato. También el GLP1 secretado
aumentard la secrecién de insulina del
pancreas la cual tendrd efecto directo en la
inhibiciéon de ghrelina y, por lo tanto, de
esta manera se inhibe indirectamente las
senales orexigenas®.El ClpB de E. coli es un
péptido parecido a la hormona estimulante
de melanocitos alfa (MSH-a, por sus siglas
en inglés) el cual estimulard el NTS para
aumentar las sefales anorexigenas®.

PERSPECTIVA FUTURA
El trasplante de microbiota fecal (TMF) es
una nueva opcion terapéutica donde heces

procesadas de donadores sanos son

Volumen 9, Numero 1, Ao 2019

trasplantadas en el tracto gastrointestinal de
una persona a la cual se le quiere
reestablecer o restaurar su composicion de
microbiota
enfermedad. Se ha demostrado que el TMF
es una de las terapias estandares para la
infeccion por Clostridium difficile. Esta ha
demostrado una tasa de mejoria de 70- 94%
en cuestion de 3-4 post-transplante®®.

intestinal debido a wuna

El TMF esta
tratamiento para la
inflamatoria intestinal e incluso se considera
como una droga en algunos paises. Existen
protocolos detallados de administracion de
TMF que establecen el proceso correcto de
esta técnica. El marco estructural de TMF se
divide en tres secciones: reclutamiento del
donador, procesamiento del material
donado y la aplicacion clinica®. Por ultimo,

considerado como un

enfermedad

existen ciertos criterios de inclusiéon y
exclusiéon tanto para ser donador como
beneficiario de esta técnica. El TMF es una
técnica relativamente nueva que se ha
estado empleando en los ultimos tiempos y
que verdaderamente tiene una vision futura
a la hora de tratar enfermedades
inflamatorias intestinales®.
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ESOFAGO:

Bacteroides, Gemella, ESTOMAGO:
Megasphaera, Streptococcus,
Pseudomonas, Lactobacillus, Prevotella,

Prevotella. Enterococcus,
10" bacterias/g Helicobacter pylori
COLON' U Dacterias/q
Bacteroides,
Clostridium, Prevotella
Porphyromonas,
Eubacterium, INTESTINO DELGADO:
Ruminococcus. Bacteroides,
10" bacterias/g Clostridium,
' T Streptococcus,
IEGO: ) Lactobacillus,
Lachnospira, Proteobacteria,
Roseburia, Enterococcus.
Butyrivibrio,
Ruminococcus, 107 bacterias/g

Fecalibacterium. 1% bartaris

Figura |. Distribucion normal de los diferentes microorganismos en el trayecto del tracto gastrointestinal. En
todo el trayecto del tracto gastrointestinal la composicion y variedad cambia drasticamente desde el eséfago hasta el colon. En el
esofago las principales bacterias son Bacteroides y Gemella. En el estdbmago las principales son Streptococcus y Lactobacillus. En el
intestino predominan Bacteroides, Clostridium y Proteobacteria.
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RESUMEN

Las bacterias son microorganismos procariotas muy variados que se clasifican
dependiendo de varias de sus caracteristicas, pero principalmente por su
coloracion de tincion Gram, segun la que pueden ser clasificados en Gram
positivos y Gram negativos. Los Gram positivos tienen una conformacién
estructural que les confiere la habilidad de absorber la tinciéon Gram, lo que
permite que se observe azul al microscopio. Estas bacterias a lo largo de la
evolucién han desarrollado diversos mecanismos de defensa que pueden ser
tanto intrinsecos como adquiridos, importantes al momento de evaluar
resistencia a productos farmacoldgicos y a factores propios del huésped,
permitiéndoles permanecer por un periodo mdas prolongado dentro del
organismo del hospedador. De manera intrinseca, las bacterias Gram positivas
pueden protegerse mediante la activacion de bombas de eflujo, de proteinas
extracelulares y haciendo cambios estructurales de su membrana y citoplasma.
Por otro lado, pueden adquirir resistencia por 3 mecanismos principales,
transformacion, conjugacion y transduccion, llevando a modificaciones de
componentes especificos de la bacteria, donde se unirdn los antibacterianos. La
resistencia bacteriana es uno de los desafios mas importantes para medicina hoy
en dia, dificultando el tratamiento preciso y oportuno para infecciones comunes y
provocando un incremento en las tasas de morbi-mortalidad.

Palabras clave: Bacterias, Bacterias Grampositivas, Resistencia a medicamentos,

Antibacterianos

ABSTRACT

Bacteria are very varied prokaryotic microorganisms that are classified regarding
several of their characteristics, but mainly because of their capacity for Gram
staining. According to this, they can be classified into Gram-positive and Gram-
negative. Gram-positives have a structural conformation that gives them the
ability to absorb Gram stain, which allows them to be observed blue under a
microscope. These bacteria throughout evolution have developed various defense
mechanisms that can be both intrinsic and acquired providing protection to
pharmacological products and host specific factors, allowing them to remain for a
longer period in the host organism. Intrinsically, Gram-positive bacteria can be
protected by activating efflux pumps, extracellular proteins and making
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structural changes to their membrane and cytoplasm. On the other hand, they can
acquire their resistance by 3 main mechanisms, transformation, conjugation and
transduction, leading to modifications of specific components of the bacteria,
where the antibiotic will bind to. Bacterial resistance is one of the most important
challenges for medicine today, making it difficult to treat common infections and
causing an increase in morbidity and mortality rates.

Keywords: Bacteria, Gram-positive bacterias, Drug resistance, Anti-bacterial

agents

| —

INTRODUCCION

Las bacterias son consideradas los
seres vivos mas antiguos en la Tierra,
sin embargo, es controversial el
momento en que se origina la
resistencia a productos
antibacterianos por las bacterias. El
inicio de la resistencia se remonta de 2
Gigas de afos a 4 millones de afos
(1). La resistencia  bacteriana,
especialmente a productos
farmacoldgicos, es uno de los desafios
mas importantes para medicina hoy
en dia y desde hace afios invierte
grandes esfuerzos en disminuir la

prevalencia de esta.

Desde el descubrimiento de las
sulfonamidas en el ano 1937 por
Domagz (2), la utilizacion de la
penicilina en el ano 1940 por Fleming
y anos mas tarde el descubrimiento
de la estreptomicina, vancomicina y
demas antibidticos, se fue observando
que a pesar de la utilizacion de los
mismos, infecciones que en un
principio cedian al tratamiento
antimicrobiano ya no eran capaz de
ser curadas con tratamientos
habituales y el microorganismo

continuaba causando infeccion. La

evolucion de la resistencia microbiana
ha sido tal que el problema ha
trascendido el mundo de la medicina
y se ha convertido en un problema
econdémico, principalmente para la
industria hospitalaria. Se estima una
pérdida economica de
aproximadamente 20 billones de
dolares al afio y un impacto de
aproximadamente 23,000 muertes por
causa de un  microorganismo
resistente a antibidticos en los estados
unidos (1).

CARACTERISTICAS DE LAS
BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Las bacterias son microorganismos
procariotas de pequefio tamafio con
vida independiente y disposicion
interna simple. Si se compara con la
célula eucariota, carecen de organelos
definidos; sin embargo, su estructura
exterior es bastante compleja (3).
Estas células procariotas poseen una
caracteristica especial que no se
encuentra en otros microorganismos:
pared celular. La funcion de la pared
celular trasciende mas alld de
delimitar la forma de la célula, ya que

se encarga de protegerla frente a
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perturbaciones fisicas y quimicas, al
mismo tiempo que facilita la
obtencion de nutrientes y eliminacion
de productos de desecho (4,5).

Tradicionalmente, uno de los
principales métodos de clasificacion
de las bacterias se ha realizado con
enfoque en métodos bioquimicos que
requieren técnicas especificas, como la
tincion Gram. Esta es un
procedimiento de tincién diferencial
que depende de la capacidad de
algunas bacterias, Gram positivas,
para retener el cristal violeta,
tomando las bacterias coloracion
morada o azul. No obstante, las
bacterias Gram negativas no pueden
retener el colorante y se tornan
transparentes, pero pueden tefirse
con safranina, adquiriendo una
coloracion roja, capacidad dada por la
estructura de las paredes de las

diversas bacterias en cuestion (6,7).

Las bacterias Gram positivas poseen
una sola membrana lipidica rodeada
por una pared celular gruesa de
peptidoglicano  (Figura 1). El
peptidoglicano es un polimero poroso
compuesto de una columna de
glucanos, una cadena lateral
tetrapeptidico y enlaces cruzados. La
cadena principal de glucanos consiste
en moléculas de acido N-
acetilmuramico y N-acetil
glucosamina unidos por enlaces f3-
glicosidicos (7). Ademads, posee acido
teicoico incrustado en la capa de

peptidoglicano, el cual se considera el
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mayor antigeno de superficie de las
bacterias Gram positivas; y el acido
lipoteicoico anclado a la membrana
citoplasmatica a través de una

molécula de diacilglicerol (8,9).

Por su parte, la pared celular de las
bacterias Gram negativas consiste en
una capa delgada de peptidoglicano
que se encuentra entre dos
membranas lipidicas, una interna y
una externa (Figura 2). La membrana
celular externa es de particular
importancia debido a que contiene
lipopolisacaridos, que actian como
endotoxinas bacterianas, entre otras
funciones. Asimismo, la membrana
externa facilita el transporte no
vesicular a través de transportadores
especializados o canales, como las
porinas. Entre ambas membranas se
localiza un espacio periplasmatico
que contiene enzimas importantes
para el funcionamiento de dichas

células (9).

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

La resistencia  bacteriana a
antimicrobianos es la capacidad que
poseen estos microorganismos de
poseer de manera intrinseca o
adquirida, supervivencia a pesar de la
presencia de un antimicrobiano (10);
también se puede entender como la
capacidad de estos microorganismos
a dejar de ser susceptibles a
sustancias antibacterianas que
previamente causaban dafio a la

célula. Una vez ocurre la resistencia,
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el ciclo de vida bacteriano continua,
causando mas dafio y una amplia

propagacion entre los seres vivos (11).

Multiples mecanismos se han descrito
para lograr esta proteccion, algunos
de los cuales se han desarrollado a lo
largo de la evolucion y otros por
procesos de adaptacion caracteristicos
de los seres vivos (11). Dentro de las
causas mas comunes esta el consumo
abusivo de antibidticos, ocasionado
por prescripciones inadecuadas y
administraciones empiricas,
provocando aproximadamente el 50%
de desarrollo de resistencia
bacteriana, principalmente en los
microorganismos que se encuentran
en la flora bacteriana normal de todo
ser humano y que posee capacidad de
ser patogenos (ejemplo: E. coli, S.
aureus, E. faecalis, etc) (12). Otra causa
bastante descrita ha sido la utilizacion
de pesticidas en la agricultura, que
son transmitidos a los humanos
mediante los alimentos. De igual
forma, los antibidticos utilizados en
animales de granja pueden tener
contacto con los de la microflora, por
el uso de desecho animal como abono
en la agricultura (13). Estos
acontecimientos repetitivos, provocan
un contacto mas frecuente con
compuestos bactericidas, haciendo
que las bacterias evolucionen, se
adapten y logren sobrevivir ante las

adversidades del medio.

La capacidad de evadir el efecto de
los antibioticos esta dada de dos
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maneras: intrinseca: por mecanismos
propios de la bacteria, en la que
compuestos de la misma le
proporcionan capacidad de defensa; o
extrinseca: donde la bacteria obtiene
su proteccion a partir de otra bacteria
(14) o virus (15).

RESISTENCIA INTRINSECA

Dentro de los mecanismos intrinsecos
de resistencia se pueden mencionar
las bombas de eflujo (pueden ser
tanto intrinsecas como extrinsecas)
(16), la formacion de biopelicula y la
produccion de exopolisacaridos, la
modificacion ~ de  superficie vy
membrana citoplasmatica y la accion
de proteinas extracelulares (14)

(Figura 3).

Biopelicula

La biopelicula se conoce como un
conjunto de células bacterianas
asociadas de forma resistente a una
superficie y rodeada por una matriz
de polisacaridos (exopolisacaridos).
Una biopelicula puede estar formada
tanto por materia celular, como no
celular (como minerales,
componentes sanguineos y
componentes de la matriz celular a la
que se encuentre asociada). Esta
composicion es formada cuando
varias  bacterias = comienzan a
colonizar el huésped y promovida por
accion del sistema genético quorum

sensing (17). Las bacterias que
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presentan la biopelicula poseen una
resistencia de 1000-1500 veces mayor
hacia antibidticos y antimicrobianos
que las bacterias que no lo presentan
(9,18).

Los exopolisacaridos (EPS) y los
polisacaridos capsulares (PLC) son los
componentes que se encuentran en
mayor proporcion y poseen una masa
molecular aproximada de 10-° Dalton.
Aparte de tener la funcién de nutrir
las bacterias, pueden modificar su
carga y repeler o capturar los
péptidos antimicrobianos catidnicos
(CAMP, por sus siglas en inglés) y del
mismo modo a los farmacos evitando
que este penetre al citoplasma (18).
Dicha capacidad estd dada por la
deacetilacion de la poli-N-acetil
glucosamina (PNAG), un EPS de la
pared bacteriana. La de-acetilacion de
la PNAG, ocurre mediante un
complejo proteico conocido como
Cluster de Adhesion Intracelular (Ica,
por sus siglas en inglés), donde la IcaA
(una N-acetil glucosamina
transferasa) unida a la proteina
accesoria, IcaD, promueve la sintesis
y transferencia de PNAG, la cual sera
exportado desde el citoplasma hacia
el espacio extracelular mediante la
IcaC. Luego de ser exportada, IcaB se
encarga de remover grupos N-acetilo,
haciendo que la PNAG sintetizada sea
de caracter positivo y provocando que
particulas bactericidas sean repelidas
(19).
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Modificacion de la superficie y de la

membrana citoplasmdtica bacteriana

La modificacion de la superficie
bacteriana confiere resistencia hacia
los péptidos antimicrobianos
cationicos, mediante el acido teicoico
y el acido lipoteicoico, componentes
de la pared de Gram positivos que
modifican su carga mediante la
actividad de un sistema proteico (15).
Dicho sistema proteico es conocido
como péptido antimicrobiano sensor
y regulador (Aps), que inicia su
accion una vez se asocia un CAMP a
la superficie celular que se encuentra
cargada negativamente, es sensada
por la unidad ApsS y transducida por
la ApsX (proteina accesoria), los
cuales, una vez activados, promueven
la funcionalidad del operon dlt, el
cual se encargard de la d-alanilacion
de los acidos teicoicos, estimulando
un cambio de cargas a positivo y que
se repelen los CAMP; provocando
ademas un aumento de la densidad
de la pared, disminuyendo Ila
permeabilidad (20).

Por otro lado, la modificacién de la
membrana citoplasmatica es dada por
el factor resistente a multipéptidos
que es responsable de la amino-
acilacion del fosfatidilglicerol (PG), el
fosfolipido mas abundante de la
membrana, con lisina. La
modificacion mediada por la L-lisina,
conlleva a la repulsion de CAMP y
antimicrobiano, evitando el paso

hacia el citoplasma bacteriano. Este
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proceso, también es activado por la
transduccion de ApsS y ApsX que
llevan a la activaciéon del factor
resistente multipeptidico (MprF, por
sus siglas en inglés). MprF una vez
media la amino-acilacion de PG que
se encuentra en la capa interna de la
bicapa lipidica de la membrana, se
movera hacia la capa externa,
mediante un dominio de flipasa que
se encuentra en el MprF. Una vez
presentada en la parte externa, se
aumenta la carga positiva de la
membrana, provocando nuevamente
repulsion de las particulas
antibacterianas (20,21). Cabe destacar
que las proteinas VraF y VraG
funcionan como transportadores ABC
que también llevan a la proteccién de
la bacteria al exportar el agente
antimicrobiano al  exterior  del

citoplasma (15).

Proteinas Extracelulares

Es un mecanismo de proteccion
encontrado principalmente en Gram
positivos como Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis. Estas se relacionan con la
exopolisacaridos para degradarlos en
biopolimeros (22). Tienen funcién de
proteasas, que se encargaran de la
degradacion de las  sustancias
extracelulares. Una de las proteasas
mejor caracterizadas es la SpeB, que
es una proteasa de los estreptococos
del grupo A (23).
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RESISTENCIA EXTRINSECA

La resistencia extrinseca se describe
mediante 3 mecanismos de
adquisicion que son transformacion,
conjugacion 'y transduccion. Estos
mecanismos son obtenidos por la
bacteria mediante plasmidos o
transposones que permiten introducir

material genético de una célula a otra.

Transformacion

Esto se puede presentar en algunas
especies de bacterias Gram positivas,
como lo es el S. pneumoniae. Este
mecanismo parasexual lleva a la
participacion de 2 bacterias: donador
y receptor. El donador libera al medio
ADN de doble cadena con la
configuracion de resistencia a los
farmacos, el mismo, por medio de un
complejo  proteico (Com), sera
endocitado e integrado al ADN
receptor (24). El material genético se
unird a sub-complejo ComG que
funciona como un pilus. Como el
ADN es de doble cadena, una de estas
cadenas es degradada en el proceso,
mientras que la otra es internalizada
por el canal transmembrana ComEC

con orientacién 3'-5" (25).

Al internalizarse la cadena, se une con
la proteina transformante DprA,
quien le da apertura a la recombinasa
RecA para actuar sobre la cadena de
ADN. La RecA se encarga de buscar
una porcion del ADN del receptor
donde esta nueva porcion de ADN
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pueda ser acoplada. Luego de ser
encontrada esta posicion, el ADN del
donador se acopla al ADN del
receptor y se sintetiza una cadena
homdloga, convirtiéndolo en ADN de
doble cadena (25). En el caso del S.
pneumoniae, utiliza la EndA nucleasa
para degradar una de las cadenas del
ADN del donador y asi permitir la
entrada del ADN complementario por
el poro ComEC (24). Las proteinas
que son necesarias para la nueva
codificaciéon para la resistencia a los
antibidticos  vienen dentro  del
material genético el cual recibid el
receptor. El donador de esta manera

puede mantener sus proteinas (24).

Conjugacion

La conjugacion permite el paso de
material genético desde una célula
donadora a una receptora mediante
plasmidos, principalmente. Para este
proceso, las bacterias Gram positivas
utilizan el sistema de secrecion tipo
IV (T4SS) para pasar el ADN del
donador al receptor. TraJ, TraE, TraG,
Tral, TraN, son factores integrativos
para el proceso de la conjugacion,
donde el TraJ como principal y los
demads accesorios permiten la unién
de membrana con membrana para el
paso del plasmido (26,27). La unién
del plasmido pIP501 al TraA, lleva al
cambio conformacional para activar el
Tra] fosforilando el TraG vy
promoviendo la formacion de un

poro por TraL, que lleva a la apertura
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y unién de las membranas del
donador y el receptor, permitiendo
un paso seguro del ADN plasmido.
Este, al llegar al receptor, es
descondensado y se une con el ADN
del receptor sin tener que sufrir
modificaciones como en el caso de la

transformacion (21,26).

Transduccion

Este proceso ocurre a través de un
bacteridfago, el cual infecta una célula
huésped inyectando su material
genético al interior de su citoplasma,
llevando a la bacteria a: 1) Ciclo litico
donde la bacteria muere luego de 1 o
2 ciclos celulares; 2) Ciclo lisogénico
donde el material genético del virus
se une con el de la bacteria
replicindose como parte del material
bacteriano sin producir factores liticos
(21, 28). Esto se da al unirse la
subunidad terminasa pequefia (TerSf)
a una regién del ADN bacteriano la
cual corta la subunidad terminasa
larga dependiente de actividad
nucleasa (TerL), permitiendo el
acoplamiento del nuevo material
genético sin causar la lisis (27). Luego
de varios procesos de replicacion, la
célula puede lisar e infectar otras
células adyacentes con el bacteridéfago
liberado (29).
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MECANISMO DE RESISTENCIA A
FARMACOS

En la actualidad, se han propuesto
diferentes mecanismos mediante los
cuales las bacterias han adquirido la
capacidad para resistir la accion de
los antibioticos, algunas de las vias
mas utilizadas son: la disminucion en
la entrada del antibidtico hacia la
célula, la alteracidon de su sitio blanco
y las modificaciones de su estructura

quimica (Figura 3).

Modificaciones del antibidtico
Alteraciones quimicas del antibidtico

Las bacterias Gram positivas, e
incluso las Gram negativas, sintetizan
enzimas capaces de inducir cambios
quimicos en la molécula
antimicrobiana (30). La adicién de
grupos quimicos a la estructura
normal de la molécula del antibidtico
es uno de los mecanismos mas
importante en la resistencia a
antimicrobianos. Esto lo realiza tras
impedir el correcto funcionamiento
del farmaco, pues previene la union a
su sitio diana como resultado tras
generar un obstdculo estérico. Uno de
los principales ejemplos es la
modificacion por enzimas
modificadoras de aminoglucésidos,
que modifican covalentemente al
hidroxilo o amino de la molécula de
aminoglucdsido. Este mecanismo es
utilizado por las bacterias Providencia,

E. faecium, S. marcescens (11) (31).
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La mayoria de las enzimas ejercen su
funcion a través de la inhibicion de la
sintesis ~ proteica  mediante la
acetilacion  (la  N-acetiltransferasa
acetila los grupos amino del
antibiotico), la fosforilacion a través
de O-fosfotransferasa o kinasas, que
permiten agregar grupos PO3- y la
adenilacion, que agrega AMP
utilizando O-adenililtransferasas (32).
Los genes de esas enzimas se
localizan generalmente en elementos
moviles, tales como transposones o
plasmidos, aunque algunos también
se encuentran en cromosomas
bacterianos (33,34).

Destruccion del antibidtico

Otro de los mecanismos cruciales de
resistencia bacteriana hacia
antimicrobianos es la destruccion de
la molécula farmacoldgica. Desde un
punto de vista clinico, el mecanismo
clasico y mas importante para la este
tipo de resistencia consiste en la
inactivacion hidrolitica del anillo
betalactamico de las penicilinas y
cefalosporinas, a través de la
elaboracion de enzimas
betalactamasas por la bacteria
resistente, como es el caso del S.
aureus resistente a penicilina. Estos
microorganismos producen enzimas
que se dirigen hacia el periplasma con
la finalidad de destruir el antibidtico
antes de que alcancen su destino en
las proteinas de unién a penicilina

(PBP), que acttia como molécula
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receptora para el farmaco y crucial

para su mecanismo de accion (30).

Para este mecanismo, la especificidad
quimica depende del tipo de
betalactamasa utilizado por las
bacterias. Las betalactamasas tipos A,
C (cefalosporinasa) y D (oxaciliniasa),
operan a través de residuos de serina
catalizadoras con  funcion de
proteasas. Estas atacan el carbonilo
electrofilico del anillo betalactamico,
resultando en un intermediario y
modificando la transpeptidasa del
peptidoglicano, que es punto diana
del antibiotico. Estas enzimas realizan
una hidrolisis rapida, que puede ser
hasta de 103 moléculas por segundo
(31). Por otro lado, las metalo-beta-
lactamasas o betalactamasas tipo B,
realizan su mecanismo mediante 1-2
sitios activos de atomos de Zn*, y es
el mecanismo  implicado en
resistencia a otros farmacos como los

carbapenémicos (34,35).

Disminucién del flujo: Bombas de
eflujo

Las bombas de eflujo son proteinas de
transporte implicadas en la expulsion
de sustratos 0 productos
farmacoldgicos desde el interior
celular hasta el entorno externo (36).
Estas proteinas se encuentran en casi
todas las especies bacterianas y los
genes que las codifican se pueden
ubicar tanto en cromosomas como en
plasmidos (37). Asi como los

mecanismos de resistencia, éstas
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también pueden ser clasificadas como
intrinsecas o adquiridas, esta ultima
presentandose como un incremento

en las mutaciones cromosomicas (33).

En el reino procariota se han descrito
diversos transportadores que acttan
mediante dicho mecanismo. Los
principales tipos de proteinas son
(10,16,38,39):

1. MES:

facilitador principal o mayor

superfamilia de

2. MATE: multidrogas y eflujo de

compuestos toxicos

3. RND:

resistencia-nodulacion-division

superfamilia de

4. SMR: pequefia resistencia a

multiples farmacos
5. ABC: cassette de union a ATP

6. DMT:

transportadores de metabolitos de

superfamilia de

drogas

Es bien conocido el papel de los
transportadores MFS en el desarrollo
de resistencia en bacterias Gram
positivas. Estas proteinas consisten en
doce hélices transmembrana con
cuatro de ellas (H3, H6, H9 y H12)
que se alejan del interior, y las
restantes forman la cavidad interna.
De acuerdo con su funcion de
transportar compuestos lipdfilos, la
cavidad interna de EmrD comprende
principalmente residuos hidroéfobos

(37). Estos, al igual que los otros
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sistemas, utilizan la fuerza motriz del
proton como fuente de energia,
ademas de la familia ABC, que utiliza
hidrolisis de ATP para impulsar la

exportacion de sustratos.

El mecanismo de resistencia a través
de bombas de eflujo afecta diversas
familias de farmacos, incluyendo
inhibidores de la sintesis proteica,
como las fluoroquinolonas,
betalactdmicos, carbapenémicos 'y
tetraciclinas (30). En el caso particular
de las tetraciclinas, tanto en las
bacterias Gram positivas como Gram
negativas que se vuelven resistentes a
las tetraciclinas, comunmente
incrementan la sintesis de proteinas
de membrana que actian como una
bomba de eflujo para la droga. El
medicamento se bombea hacia el
exterior mas rdpido de lo que se
puede difundir hacia dentro, por lo
que las concentraciones dentro de las
bacterias se mantienen bajas e
insuficientes ~ para  realizar la
inhibicion del crecimiento bacteriano

31).

Los genes tet son adquiridos por las
bacterias, que pertenecen a la familia
MEFS. TetK (en S. aureus), TetL (en B.
subtilis) y TetZ (en C. glutamicum)
confieren resistencia a tetraciclina.
Estas bombas son inducidas por
tetraciclina y generardn resistencia
frente a ella por el mecanismo
anteriormente descrito (10). Por otro
lado, otro gen es el TetR, o proteina

represora de unién a ADN, ademads
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de wunir tetraciclina permite la
expresion del transportador

encargado del eflujo de esta (16, 40).

Cambios en sitios diana

Los cambios en sitios diana son
mecanismos de resistencia, que como
su nombre lo indica, ocurren
mediante  alteraciones que le
confieren caracteristicas especificas al
sitio diana. Este mecanismo se suele
subdividir en dos sub-mecanismos:
proteccion del sitio diana vy

modificacién del sitio diana (16).

Proteccion del sitio diana

El mecanismo de proteccion del sitio
diana queda ejemplificado de manera
didactica mediante antibidticos como
la tetraciclina. Como ya fue
mencionado, las bacterias pueden
ejercer dos mecanismos por los cuales
pueden resistir a las tetraciclinas:
mediante bombas de eflujo vy
mediante proteccion ribosomal (10).
La proteccién ribosomal esta dada por
la adquisiciéon de genes a través de
conjugaciéon, los  cuales serdn
encargados de permitir la sintesis de
diversas proteinas que se encargaran
del proceso. Los genes mas conocidos
son el tetM y tetO, que sintetizan las
proteinas Tet-M y Tet-O,
respectivamente, también conocidas
como proteinas de proteccion
ribosomal. El transposon Tn916, para

Tet-M es una de las formas de
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adquisicion mejor conocidas en

algunas Gram positivas (10,41).

Las proteinas de proteccion ribosomal
poseen cierta homologia con el factor
de elongacion G de los ribosomas.
Dichas proteinas funcionan
catalizando la liberacion del farmaco
de su lugar de unién ribosomal
mendiante hidrolisis, principalmente,
y utilizando GTP como energia. Los
cambios  conformacionales que
ocurren en el ribosoma impiden que
el farmaco, posteriormente, pueda
unirse nueva vez a su sitio diana

(30,41).

Otro ejemplo de proteccion del sitio
diana son las quinolonas. El
mecanismo de accion de estos
farmacos  ocurre  mediante la
inhibicion de la duplicacion del
material genético (ADN), ya que
impide la union de éste con la girasa y
topoisomerasa IV de la bacteria en
cuestion (42), llevando al
impedimento de la replicacion
bacteriana. La  resistencia  estd
determinada por el gen gnr a la
enzima que sera atacada, previniendo
la afeccion de la misma. Se han
descrito diversos alelos, dentro del
gen gnr, siendo de estos el gnrAl el
mas esudiado, pero también se
encuentran qnrB, gqnrC, gqnrD, gnrS,

gqnrVC, entre otros (30).
Modificacion del sitio diana

La modificaciéon del sitio diana ocurre

mediante cambios especificos,
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llevados a cabo por reacciones
quimicas, mediante enzimas o genes
que codifican complejos proteicos que
alteraran los lugares de union

reconocidos por los antibioticos (30).

Mutaciones en el sitio diana

El mecanismo de resistencia de
mutaciones en el sitio diana, consiste
en hacer modificaciones a nivel
genético de alguna estructura
especifica. Las oxazolidinonas, como
linezolid y tedizolid utilizadas para
infecciones por gram positivos,
afectan a las bacterias al interrumpir
la traduccion del ARNm, inhibiendo

asi la sintesis proteica (39).

Existen 3 mecanismos de resistencia
ejercidos por las bacterias Gram
positivas, que actian con el fin de
interrumpir el mecanismo de accién

de estos farmacos:

1. Mutaciones en genes que codifican
23S ribosomal (rRNA)

2. Cambios en las proteinas
ribosomales L3/L4

3. Metilaciéon de 23S rRNA por una
metilasa Cfr (cloramfenicol-florfenicol

resistance)

Cabe destacar que la resistencia estara
dada por una combinacién de los
distintos tipos de mecanismos de
resistencia y ocurren de manera

sucesiva (11,19).
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Las mutaciones, por lo general
ocurren en el bucle central del
dominio V del 23 ARNTr o en el centro
peptidil transferasa, localizado en el
dominio 23S de la subunidad 50S, y
uniéndose especificamente al sitio A.
El cambio mas frecuente es en G2576T
y G2447T en Gram positivos, también
pueden ocurrir mutaciones duales en
estafilococos en el que haya cambios
en G2576T y en T2571C. Para que la
resistencia puede llevarse a cabo, las
mutaciones deben acumularse para
aumentar la concentracion inhibitoria
minima, en las diversas copias de
genes 23S del ARNr que poseen las
bacterias (10,19,32,39,43).

Alteracion enzimdtica del sitio diana

En el caso de la alteracion enzimatica,
una enzima se encarga de modificar el
sitio de union del farmaco,
impidiendo su unién con el mismo.
Farmacos como la eritromicina y las
oxazolidinonas son afectados por
estos procesos (30). Este proceso es
parecido al descrito mas arriba en la
seccion de modificacion ribosomal

para la resistencia a tetraciclinas.

Dentro de los elementos genéticos
moviles, se han descrito méas de 30
genes de metilacion ribosomal de
eritromicina (erm, por sus siglas en
inglés). En los estafilococos, los mas
conocidos son ermA (en MRSA) vy
ermC (en S. aureus). Asimismo, en los
enterococos 'y  Nneumococos  se

encuentra ermB. Estos genes codifican
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una enzima que cataliza la metilacion
del ribosoma, mediante un residuo de
adenina localizado en la posicion
A2058 del dominio 23 del ARNTr de la
subunidad 50S (10,32,35,43).

El resultado final de la metilacién,
conlleva a pérdida de enlaces de
hidrogeno e impedimento estérico en
el lugar de union del antibidtico en el
ribosoma, especificamente, en la
region denominada ttnel de salida de
la subunidad mayor ribosomal. Esta
alteracion enzimatica, inicia
inmediatamente el antibiotico se une
a la region descrita, provocando
activacion del mecanismo
rapidamente. Cabe destacar que
diversos farmacos, entre ellos los
macrolidos, lincosamidas y
estreptogramina B, comparten este
sitio de unién a la hora de ejercer su
mecanismo de accion, por lo que la
expresion de erm también provoca
resistencia bacteriana hacia dichos

antibioticos (2,32).

Reemplazo completo

En este proceso, ocurre una
remodelacién en algun factor de la
composicion estructural bacteriana.
Un mecanismo de reemplazo
completo es presentado por ciertas
bacterias, como los enterococos, al
administrar ~ vancomicina.  Dicha
resistencia es mediada por el operdn
Van, que la bacteria obtiene de forma
adquirida, por  plasmidos o

transposones (30,44).
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El operén Van estd conformado por

varios genes (43,45):

- vanS-vanR, reguladores de la
respuesta que actian como
sensores de la membrana celular,
conformando vanS una histidina-
cinasa que actia como el sensor
que tiene sensibilidad hacia la
fosforilacion de wvanR y wvanR
funciona como el sistema
regulador y  activarda la
transcripcion de vanH, vanA y

vanX.

- wvanH, un gen de D-lactato
deshidrogenasa que es el
encargado de la reduccién desde

piruvato hacia D-Lac.

- vanX gen de dipeptidasa, que
hidroliza el peptidoglicano D-
Ala-D-Ala,

conformacion estructural de la

cambiando la

pared bacteriana e impidiendo la

sensibilidad a vancomicina.

- Una ligasa variable compuesta
por 9 genes, vanA, vanB, vanC,
vanD, vanE, vanG, vanL, vanM y
vanN. De todos estos, los mas
estudiados son vanA y vanB. La
ligasa que se encuentre presente
tendra la funcion unir D-Ala
escindido por vanX y D-Lac
reducido por vanH, esto
mediante la catdlisis de un enlace

éster.

- vanY es un gen de D,D-

carboxipeptidasa que hidrolizara

Volumen 9, NUmero 1, Afio 2019

el residuo terminal de D-Ala en
caso de que la eliminacién
mediada por la accion de vanX no

fuese suficiente.

- vanZ estan encargados de la

resistencia a teicoplanina.

Mediante los diversos cambios que
ocurren por la accion del operoén, se
producird una alteracién significativa
sobre la pared celular, que no sera
reconocida como el sitio de unién
hacia el farmaco, pero que permitira
la sobrevivencia de la bacteria. Se
describe que la afinidad farmaco-sitio
diana disminuye hasta 1,000 veces
(30,44,45).

AVANCES: NANOTECNOLOGIA
EN LA TERAPIA
ANTIBACTERIANA

Mediante el incremento sobre las
investigaciones en nanotecnologia, se
ha reevaluado el uso de terapia
fotodinamica (PDT, por sus siglas en
inglés) para el control y erradicacion
bacteriana. El PDT funciona mediante
la transferencia de electrones y/o
protones, o de energia hacia un punto
especifico donde interactia con
moléculas de oxigeno, lo que
provocara una subsecuente
produccion de especies reactivas de
oxigeno (EROS) y/o tripletes de
oxigeno, que podrian inducir a dafio
celular (46).

72



Anaes de MedicinaPUCMM

La terapia fotodinamica es un método
que se conoce hace muchos afos, pero
que fue desplazado por la
introduccién de antibidticos (47). Sin
embargo, con el aumento de la
resistencia a los antibidticos, se ha
visto necesidad de explorar nuevos
mecanismos que  permitan la
erradicacion de patdgenos sin inducir
resistencia a los medicamentos (48).
Para ello, se ha descubierto que el
efecto de la PDT puede ser
potencializado y especifico para el
tratamiento en infecciones
bacterianas, mediante la introduccion
de nanoparticulas a esta terapia. El
uso de PDT con nanotecnologia
podria generar cambios significativos
y prometedores en el area de salud
(49).
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FIGURAS

Figura 1: Pared celular de la bacteria Gram positiva. Estd compuesta por una capa de peptidoglicano
gruesa, con acido acetilmuramico y acido acetilglucosamina. Ademads, poseen acidos lipoteitoicos y
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Figura 2: Pared celular de la bacteria Gram negativa. Posee dos membranas, una externa y una interna,

con una pared de peptidoglicano fina y espacio periplasmatico.
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Figura 3: Mecanismos de resistencia intrinseca a farmacos en bacteria Gram positiva. Se esquematizan
los principales mecanismos intrinsecos: 1) Proteasas; 2) exopolisacdridos; 3) D-alanilaciéon de &cidos

teicoicos; 4) cambio en la membrana; 5) bomba de eflujo.
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RESUMEN

CRISPR-Cas9 es un diverso sistema de edicion génica con actividad nucleasa guiado por ARN. Tiene la
capacidad de apuntar virtualmente alguna secuencia genética de cualquier organismo, alterdndola mas
alla de solo cortarla, modificando como interacciona el organismo con su medio desde su genoma. Su
uso empodera de manipulacion estructural, espacial y secuencial del material genético a sus usuarios. A

continuacion, se describe como se desarrolla el sistema y sus aplicaciones en diferentes dmbitos.
Palabras clave: CRISPR, genética, RNAsa, edicion genética, Cas9, ARN, ADN

ABREVIATURAS

RH: recombinacién homologa, ZFN: nucleasas dedos de zinc, TALENSs: nucleasas parecidas a efectores

de la transcripcion, CRISPR:

repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente

interespaciadas, PAM: motivo adyacente al proto-espaciador, H-NS: proteina nucleoide parecida a

histona.

1

INTRODUCCION
La edicibn génica es wuna herramienta
indispensable y poderosa con amplio uso en el
desarrollo de todo tipo de tecnologias hoy en dia.
Esta permite el estudio del genoma a través de la
observacion de la funcién de los genes, la
regulacion de estos, su expresion in vitro o in vivo 'y
su manipulacién para el estudio de fenotipos

patologicos en modelos animales?.

La manipulacion ¢énica es tan vieja como la civilizacion

Los principios de la edicién génica se remontan al
momento en el cual el hombre empezd a
manipular los cultivos y el ganado para generar
productivas  al
con

estirpes  mas entrecruzar
especimenes
favorables. Mario Capecchi fue en primero en
desarrollar la edicion génica moderna con su
demostracion de ratones con genes eliminados en
1989. A mediados de los 90s, dos grupos de
investigadores demostraron la capacidad de

inducir cortes bicatenarios, es decir, en ambas

similares caracteristicas

cadenas de ADN, y la posibilidad de realizar una
modificaciéon por recombinaciéon homologa (RH)
mediante la enzima de restriccion I-Scel de
Saccharomyces cerevisiae ilustrada en la figura 1.
Concluyendo la década de los 90, dos grupos de
investigadores fabricaron las primeras nucleasas
tipo dedos de zinc (ZFN por sus siglas en inglés),
resultando de la fusion de estructuras proteicas de
unién a ADN llamadas dedos de zinc, con las
previamente descritas enzimas con capacidad
nucleasa o de corte de cadena de secuencia
nucleotidica, como se demuestra en la figura 2ss..

En ese momento, el campo de la ingenieria
genética no contaba con herramientas suficientes
como para realizar manipulaciones completas y
especificas sobre el genoma, pero las ZFN tenian
problemas que dificultaban su uso como la
toxicidad asociada a su sobreactividad y el alto
costo de produccion. Esto llevo a que surgieran en
el 2011 las nucleasas parecidas a efectores de
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activacion de la transcripcidn, como la vista en la
figura 3, (TALENs por sus siglas en inglés) que
consisten en proteinas de union a ADN derivadas
de Xanthomonas, un género de proteobacterias, con
afinidad aumentada en respecto a su antecesor . El
proximo paso fue decisivo y cambi6 la ingeniera
genética de forma irreversible, consistio en la
descripcion del sistema CRISPR y su proteina
asociada Cas9 (proteina asociada a CRISPR, por
sus siglas en inglés), como una herramienta de
edicién génica al provocar cortes bicatenarios
guiados por ARN .

Los cortes de ADN y cambios asociados causados
por estos métodos propuestos funcionan como
una simulacién de mutacién intencionada en los
sistemas bioldgicos, sobrepasando la capacidad de
solo eliminar un gen y pasar a alterar su estructura
al gusto. En la actualidad, CRISPR se ha adaptado
a infinidad de wusos solo limitados por la
creatividad de los investigadores abarcando areas
como la epigenética? y la edicion de bases?.

MODELOS CLASICOS DE EDICION GENICA

El advenimiento de CRISPR al panorama actual
desplazd métodos previos a un segundo plano,
aunque sigan usandose. Su descripcidn asiste en el
entendimiento de que la ingenieria genética es un
area extremadamente dindmica donde hay un
nicho para el uso de cada herramienta disponible.

Las enzimas de restriccion son los pilares de los avances

posteriores

Las enzimas de restriccion son un conjunto de
proteinas con actividad catalitica  sobre
nucledtidos. Pueden ser endonucleasas o

exonucleasas segiin el punto donde se realice el
corte, interno a la unién proteina-nucleétido o en
los extremos distales a la union, respectivamente.
Su descubrimiento fue una innovacion en el area
por abrir las puertas a los cortes del ADN, pero su
configuracion rigida es una gran limitante. El
mejor ejemplo de enzimas de restriccidon con
utilidad en edicion génica son las meganucleasas

Volumen 9, Nimero 1, Afio 2019

que se caracterizan por ser endonucleasas de alta
afinidad mediada hasta por 40 nucledtidos®. Entre
todas las herramientas, se consideran las mas
especificas, pero al precio de ser las mas dificiles
de manipular. A pesar de presentar la mayor
actividad celular y ser muy maleables al momento
de llevarlas al tejido, demostraron no ser efectivas
respecto al costo y su uso no se popularizo. Otra
estrategia para su uso fue la integracion de
dominios nucleasa presentes en enzimas de
restriccion a sistemas de reconocimiento de ADN
para que estos medien la capacidad de escision*.

Las ZFN dieron inicio al uso en masa de la ingenieria
genética

Para que una nucleasa sea tutil comercialmente

necesita ser especifica para lograr un corte sin
efectos similares en deseadas,
preferiblemente con afinidad en una secuencia

zonas no

suficientemente larga para ser tinica en el genoma
y adaptabilidad en cuanto cambiar su afinidad con
el fin de que tenga versatilidad. Las ZFN cumplen
con todo esto al un dominio de
reconocimiento compuesto por dedos de zinc,
motivos (secuencias lineales de aminoacidos en

tener

una proteina que median una funcion especifica y
conservada) ricos en cisteina e histidina, unido a
un dominio nucleasa dependiente de dimerizacion
llamada Fokl. La especificidad depende de la
cantidad de dominios dedos de zinc que se usen,
cada dominio media union a 3 nucle6tidos® como
es visto en la figura 2.

La composicion usual consta de 2 proteinas, una
en la cadena 5" a 3’ y otra en la cadena 3’ a 5, cada
una de 3 a 6 dominios dedos de zinc que
coordinan union a 9-18 nucledtidos consecutivos
en cada cadena. Posterior a su union, se dimerizan
Fokl y se media la rotura
bicatenaria en un mismo punto con extremos

ambas nucleasas

libres romos. La dependencia de dimerizacion
promueve un control adecuado de los cortes
evitando que la unién aberrante a una secuencia
similar provoque un corte al ser minimas las
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probabilidades de que se dé una unién no
intencionada similar contralateral. Aunque el
estindar es 18 nucledtidos, la union de mas
dominios dedos de zinc permite aumentar la
especificidad a pesar de aumentar el tamafo que
se asocia a toxicidad e
inmunogenicidad*’. Esta versatilidad primicia en
el drea permitié que se catapultara el uso de los
dedos de zinc y fue el primer modelo de edicion
génica que se consider6 para uso clinico con
prospectos de uso en masa®.

aumentada

Las TALENS representan el punto mds alto en cuanto a

afinidad
Los efectores parecidos a activadores de la
transcripcion derivados de Xanthomonas pueden

unirse casi a cualquier secuencia de ADN. En el
estudio de estas estructuras, se descubre que, de
las mas de 100 formas observadas de dominios
parecidos a activadores de transcripcién, se
repiten 34 aminoacidos y solo 2 (12d° y 13e) por
repeticién son hipervariables. Estos ultimos son
los determinantes de la afinidad a un nucleétido u
otro, recibiendo el nombre de “diresiduos de
repeticion dominios
previamente descritos unidos a la nucleasa Fokl
son una mejora al sistema previo, con el mismo
rigor regulando el corte, sumado a la minuciosa
afinidad lograda con mddulos wunidos que
determinan unién a nucledtidos especificos como
se observa en la figura 3.

variables”e. Estos

Entre las mejoras en cuanto a los métodos
previamente usados estan la nula toxicidad por
cortes no intencionados y la presencia de una
libreria completa de combinaciones que median la
union a cada nucledtido para abaratar el proceso
de construccidn y facilitar el proceso de sintesis de
novo. El proceso de construccion de un TALENs
consiste en la seleccion de 12 aminodcidos por
cada nucledtido a fijarse, lo que permite reducir el
tamafio final de la proteina para encajar toda la
maquinaria responsable de la afinidad y asegurar
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su ensamblaje secuencial para que se corresponda
con su funcion nucleasa®.

CRISPR

El inicio de la revolucidn en edicidon génica

Para la investigacion de CRISPR todo empezo en
1987 en el estudio de la enzima IAP, una enzima
asociada a la conversion de la fosfatasa alcalina en
E. coli. Nakata y colegas reportaron como dato
colateral la presencia de unas secuencias en
repeticion de 29 nucleétidos intercaladas con
espaciadoras de 32 nucleotidos
proximos a la secuencia de la enzima estudiada.

secuencias

Mojica y colegas posteriormente clasificaron esta
estructura dentro del genoma como elementos
presentes en mas del 40% de las bacterias y mas
del 90% de arqueas. En 2002, Mojica y Jansen le
dieron el nombre CRISPR para describir el
fendmeno e incentivaron a la comunidad cientifica
a que investigaran mds sobre la misma. Poco
tiempo después, Jansen describidé las proteinas
asociadas a CRISPR (Cas) por su localizacion
proxima a las secuencias de repeticion’. La
primera descripcion funcional de CRISPR la dio
Horvath trabajando en la produccion de lacteos
con Streptococcus  thermophilus, brindando la
primera evidencia de la funcién inmune en las
bacterias. Este demostré la capacidad de lisis
nucleotidica  guiada por las
espaciadoras como determinantes de especificidad
y las proteinas Cas como determinantes de accion
catalitica’. Posteriormente, se indagd mucho sobre
la capacidad inmune de este sistema, pero no fue
hasta el 2012 cuando Doudna y Charpentier
postularon el uso de este sistema como una
herramienta de edicién génica guiada por ARNS.

secuencias

CRISPR: repeticiones palindromicas cortas agrupadas y
regqularmente interespaciadas

CRISPR se define como una conformacién de
pequenas repeticiones intercaladas por secuencias
espaciadoras. Dentro de un locus CRISPR, las
repeticiones son muy similares en longitud y
secuencia de 21 a 47 nucledtidos. Las secuencias
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espaciadoras suelen ser muy similares en longitud
de 20 a 72 en el mismo locus con alta variabilidad
entre una secuencia de nucledtidos entre una
secuencia espaciadora y otra. La cantidad de estas
combinaciones entre segmento espaciador y de
repeticion generalmente oscila cerca de los 20s,
aunque se han observado microorganismos con
una dnica y otros hasta con 374. Proximo a estas
combinaciones se encuentra la secuencia lider de
varios cientos de nucledtidos en longitud y sin
capacidad de transcribirse. Posterior a la secuencia
lider se encuentra el conglomerado de proteinas
Cas asociadas a ese sistema efector ilustrado en la
figura 4.

No es raro encontrar que una misma célula tenga
varios locus de CRISPR y estos incluso pueden
variar en su composicion proteica efectora®.

CRISPR funciona como _memoria_adaptativa inmune
procariota

En el microscopico, se
constantemente una guerra interminable entre las
bacterias y los virus bacteriofagos, virus que
infectan exclusivamente bacterias.
armamentistico de ambas esta en constante
evolucion para superar a su contrario. Bajo este

mundo desarrolla

El arsenal

concepto nace CRISPR como wuna alternativa
bacteriana para contrarrestar la accion litica de los
fagos. El proceso de acciéon de este sistema se
divide en 3 fases: adaptacion, biogénesis del ARN
e interferencia’, viéndose este proceso en la figura
5.

Adaptacion: Comienza con la invasion del fago y
si la bacteria sobrevive a la infeccién de este se
procede a incorporar una secuencia llamada
“proto-espaciadora” mediado por un complejo
proteico mayormente a partir de Casl y Cas2. Este
material genético se integra en el genoma como
una secuencia espaciadora proximo a la secuencia
lider. Este remanente del fago servira como la base
de la memoria inmune’®'. La selecciéon de que
material se incorpora no es aleatoria; para esto la
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secuencia debe contener un motivo adyacente al
proto-espaciador (PAM por sus siglas en inglés),
que serd a su vez una secuencia a reconocer por un
dominio de reconocimiento PAM del complejo de
adaptacion y por el de interferencia 1011,

Biogénesis del crARN: Los espaciadores
integrados en el genoma bacteriano sirven como
base para la creacion del ARN CRISPR (crARN),
mediador del reconocimiento de lo externo en el
complejo de interferencia, en este caso secuencias
de nucledtidos ajenas al microorganismo. Se
necesita un ARN adicional de transactivacion
(tracrARN) que se obtiene de la cadena no
complementaria de la secuencia de repeticion. Este
ARN es complementaria a la porcion transcrita a
partir de la secuencia de repeticion, formando asi
un duaplex de ARN de tracrARN y precrARN de
aproximadamente 30 pares de base. Posterior a la
escision por una ARNasa tipo IIl y otros
mecanismos aun no dilucidados, se forma crARN
que se estabiliza para su unién con el complejo de
interferencia 1012,

Interferencia: El crARN maduro se une a un
complejo de interferencia con afinidad nano-
molar. En el caso del sistema tipo 2, el complejo de
interferencia estd comprendido por la proteina
Cas9, la clasificacion se trata mas adelante. Al
crARN, esta adopta un cambio
conformacional que favorece la union a
nucledtidos en busca de su PAM que puede estar
en el extremo 50 3’segin el sistema CRISPR

unirse al

tratado. Cuando Cas9 encuentra una secuencia
donde se corresponda tanto el PAM como la
secuencia dictada por el crARN, se induce un corte
bicatenario para la posterior degradacion del
material genético del fago01112,
Los _bacteriéfagos responden al agravio de los
microorganismos con Anti-CRISPR

Segin la descripcion realizada hasta ahora,
CRISPR parece el sistema perfecto para la
proteccidon contra infecciones virales en bacterias.

83



Anaes de MedicinaPUCMM

Sin embargo, gran cantidad de
microorganismos, ocurren mutaciones en el locus

en una

CRISPR, que, en caso de ser dafiinas, inutilizan
cualquiera de las 3 etapas del proceso, haciendo
que el microorganismo quede susceptible a
cualquier injuria Los bacteridfagos
desarrollaron proteinas capaces de unirse y
contrarrestar la actividad normal de las proteinas
asociadas a CRISPR. Se describen como Anti
CRISPR (Acr) a 21 familias de proteinas de 50 a
150 aminoacidos que no comparten ninguna
caracteristica mas alla de su funcion, demostrando
su origen impulsado por el fendémeno de la

externa.

seleccion natural sobre los fagos susceptibles a la
injuria. Los mecanismos usados por las proteinas
Acr son muy variados: uniéon al dominio de
reconocimiento de PAM, bloqueo del sitio activo
de una o ambas nucleasas, bloqueo el sitio de
union a ADN, induccion de dimerizaciéon de
proteinas del complejo efector, entre otros®.

Los microorganismos le sacan el mdximo provecho
posible al sistema CRISPR

La maquinaria de CRISPR y sus proteinas
asociadas representan un esfuerzo bioldgico muy
grande, tiene sentido que las bacterias le den otros
usos alternativos a su funcion defensiva. En
Francisella novicida, por ejemplo, se demostrd la
represion  transcripcional ~de  lipoproteina
bacteriana asociada a la presencia de Cas9,
resultando en una menor expresion superficial de
esta lipoproteina, disminuyendo la respuesta
inmune del humano a la presencia de esta
Por otro lado, cepas selectas de
Campylobacter  jejuni con delecion de Cas9
mostraron citotoxicidad limitada, posiblemente
por afectar la composicion de la pared y aumentar
la susceptibilidad de unién a anticuerpos®. De
igual manera, la presencia de ARN asociado a
CRISPR sin presencia de Cas9 mostro ser
moduladora en Listeria monocytogenes y su
capacidad de tejido.  Myxococcus
xanthus es una bacteria con capacidad de producir
esporas; la delecion de Cas? y Cas5 disminuyd en

bacterial®.

colonizar
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gran cantidad su capacidad de esporulacion
relacionando directamente la actividad del sistema
CRISPR con el ciclo de vida de la bacteria en
cuestion?®,

Una herramienta tan poderosa necesita ser regulada

La informacion conocida en respecto a la
regulacion intrinseca del sistema CRISPR en las
procariotas es pero
proporciona un preambulo de cémo se puede
regular posterior a su administracion terapéutica.
El organismo mas estudiado en cuanto a
regulacion es Escherichia coli y su subtipo I-E, del
mismo se extrajo informacién sobre un eje
modulador de la respuesta CRISPR™.

células muy precaria,

La proteina nucleoide parecida a histona (H-NS
por sus siglas en inglés) es un regulador global de
la compactacidon del material genético bacteriano y
se une con alta afinidad a las porciones ricas en
pares de base A-T. Estas regiones curvas tienen
elevada presencia de promotores cuya actividad se
inhibe por la union de la H-NS al impedir la union
de la polimerasa de ARN. En relacion con el
sistema CRISPR la proteina H-NS, que se une al
promotor de CRISPR, tiene funcion dual, al inhibir
su promotor y posterior expresién celular en
situaciones basales libres de estrés celular. La
presencia de material gendmico exdgeno provoca
la unién de la H-NS al mismo por su alto
contenido A-T, interrumpiendo la inhibicion
constante a la expresion de las proteinas Cas al
liberar el promotor CRISPR™. Existe un conjunto
de proteinas que tienen en comun el efecto
antagonista que ejercen sobre la funcion del
sistema CRISPR/cas. La proteina RP es un
regulador negativo de la expresion del gen cas en
la bacteria Salmonella typhi; LeuO afecta la
expresion del gen cas por medio de una
competicion con la HN-S; finalmente, la HtpG,
chaperona encargada de estabilizar el Cas3,
promueve un funcionamiento ineficiente del
sistema CRISPR-Cas en E. coli*4.
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CLASIFICACION

La clasificaciéon de CRISPR como efector bioldgico
fue un proceso cadtico en sus inicios, debido a la
libertad que se tomaban los investigadores para
nombrar los elementos descritos, dando como
resultado que una misma proteina pudiese tener
hasta 4 nombres diferentes. En 2015 se propuso el
actual sistema de clasificacion que establece un
unico nombre para cada proteina, ademas de
criterios definidos para delimitar una division de
otral®.

Para la estandarizacion de la clasificacion se optd
por un proceso de dos pasos, centrado en
primero todos los componentes
genéticos que transcriben proteinas efectoras

caracterizar

dentro de la secuencia CRISPR y luego caracterizar
los elementos constantes que solapaban entre un
subtipo y otro. Se
completo y funcional si de la transcripcion
resultaba un complejo efector de interferencia
completo con funcion biologica's.

denominaba un sistema

Los diferentes sistemas CRISPR se clasifican segun las
proteinas de su complejo efector

La division mas amplia se da seguin la cantidad de
proteinas en el complejo efector: clase I comprende
todos los complejos conformados por varias
subunidades proteicas en contraste con la clase II
que se describe como un complejo efector de una
sola proteina’>. En lo que respecta a la edicion
génica, se opta por opciones mas simples de clase
IT para disminuir el peso y mayor versatilidad en
la manipulacion. Una segunda division alterna es
por tipos (I-III), estos se desglosan segun las
proteinas especificas que componen el sistema
CRISPR-Cas. Hay 3 tipos canonicos: tipo I
contiene Cas3, tipo II contiene Cas9 y tipo III
contiene Cas10. Cabe detallar que estas proteinas
suelen acompanarse de muchas otras, se resaltan

estas 3 por su presencia inequivoca en cada
sistema descrito. Por otra parte, se describen 2
tipos alternativos en los cuales no se han
caracterizado componentes proteicos constantes,
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tipo IV y tipo V. En un intento por delimitar los
tipos alternativos, se describe casfl como proteina
clave en IV y cpflen V. Dentro de la clase I se
encuentra el tipo I, IIl y IV mientras que dentro de
la clase II se localiza el tipo Il y V'e.

Posteriormente, cada tipo se dividid en subtipos
en base a expresion de proteinas especificas tinicas
de esa division. La misma se desglosa de la
siguiente manera'®:

Tipo I: Se divide en 7 subtipos, desde I-A hasta I-F
y I-U. Se caracterizan por codificar una super-
familia de helicasas estimulada por ADN de
cadena monocatenaria. Destaca que I-U recibe la U
dado que los
componentes del sistema efector y su mecanismo
no han sido descritos.

Tipo II: Se divide en 3 subtipos, desde II-A hasta
II-C. Un complejo proteico de multidominio es
codificado por este tipo, el cual combina las
funciones del complejo crARN-efector con el corte
del ADN blanco.

Tipo III: Se divide en 2 subtipos que son III-A y
III-B. Se encargan de codificar una proteina de
multidominio que contiene un dominio “Palma”,
variante del motivo de reconocimiento de ARN
(RRM), el cual es homologo al dominio del centro
de diversas polimerasas y ciclasas de acidos
nucleicos.

por ser no caracterizado

Tipo IV: Este tipo tiene una division mas informal
basa en la presencia o no de una helicasa DinG.
Este tipo codifica un complejo crARN-efector,
compuesto por Csfl, Cas5 y Cas?7.

Tipo V: Esta divisién no presenta subdivisiones.
Se encarga de combinar Cpfl con un mddulo
adaptador.

El hecho de que la division se haga a partir de los
componentes del complejo efector de interferencia
se basa en el hecho de que la gran mayoria de los
sistemas CRISPR-Cas comparten Casl y Cas2
como complejo efector de adaptacion, pero debido
a la diversidad genética de todas las células
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procariotas con el sistema, hay excepciones como
los sistemas del subtipo IIIB y del tipo IV®. Dicha
estructura puede apreciarse en la figura 6.

Las proteinas anti CRISPR se clasifican sequn el
subtipo del sistema diana

La clasificacion no solo se limita a los efectores,
encasillando también a las antagonistas de la
funcion de Cas9 segun la ramificacion
previamente explicada. Las Acr se nombran segtin
el tipo y subtipo
progresivamente segun la cronologia de su
caracterizacion. AcrF4 inhibe al subtipo I-F y fue la

diana, numerandose

cuarta proteina descrita que con capacidad
inhibitoria de ese subtipo®.

ESTRUCTURA
Cas9 es una proteina ideal para ingenieria genética
Entre todas las proteinas descritas dentro de los

sistemas CRISPR, se opta por Cas9 sobre todas las
demas como preferencial, aunque en casos
especiales se puede usar cualquier otra. Cas9 es
una proteina modular, bien caracterizada, con
capacidad de alteracion costo-eficiente, ideal
relacion tamafio/peso independiente de otros
componentes proteicos y con capacidad de mediar
reconocimiento como también escision por si
misma. Es el efector ideal para la manipulacion
gendmica y cumple con todas las caracteristicas'e.

La estructura de Cas9 describe un lobulo nucleasa y un
[6bulo de reconocimiento

El l6bulo de reconocimiento estd compuesto por 3
dominios alfa hélice denominados Hel I, II y III.
Este 16bulo es tnico al no compartir conformacion
estructural con ninguna otra proteina. Su funcién
principal se basa en realizar
estabilizantes con el duplex
repeticiéon presente en el crARN. El lobulo
nucleasa estd compuesto por

interacciones
repeticion-anti-

dos dominios
nucleasa: uno encargado de la escisiéon de la
cadena complementaria denominado “HNH”", de
motivo conservado histidina-arginina-histidina y
el RuvC, recombinasa asociada a bacterias gram-
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negativas, responsable de la accion en la cadena no
complementaria’e.

El dominio RuvC tiene una estructura similar a
ARNasas con pliegue H presente en integrasas
retrovirales y media catalisis por dos iones
metalicos, probablemente magnesio. A su vez,
presenta 3 subdominios, RuvCI hasta RuvCIII y
estos se distinguen por ser intercalados por el
dominio HNH y el dominio C terminal. En cuanto
a la porcion nucleasa de HNH, tiene una
estructura homologa a pliegue asociado a iones
PPa.  Ambos
aminodcido conservado, aspartato e histidina
respectivamente, cuya importancia radica en que
su sustitucion por una alanina transforma a Cas9

metalicos dominios tienen un

en una version inactiva dCas9 que mediara solo
union y no escision del ADN?e,

Ambos l6bulos estan interconectados por 2
segmentos de union, siendo el primero un puente
rico en arginina muy importante al momento del
cambio conformacional que activara la proteina. El
otro es un segmento de union desordenado que
abarca los aminoacidos del 712 al 717. A proposito
de la activacion de la proteina, en este proceso se
aprecia la reorganizacion del dominio C terminal,
importante por la presencia de la region de
reconocimiento de PAMe.

MECANISMO

La escision de la doble cadena se divide en 3
grandes pasos, es importante que el proceso sea
secuencial y la presencia de multiples limitantes
para la accion. Esto altimo ayuda a controlar la
actividad catalitica contra un componente vital
para la supervivencia celular. Estos pasos son:
activacidn, reconocimiento y corte.

La _activacion media los cambios conformacionales que
preparan a Cas9 para su interaccion con nucledtidos

Previo a la activacién, Cas9 es una proteina de
estructura desorganizada y sin capacidad de
realizar actividad catalitica recibiendo el nombre
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de apoCas9. Para este paso de activacion, se
adapto crARN
artificialmente llamada ARN guia (gARN) para
evitar el tedioso proceso bioldgico previamente
descrito en la etapa de biogénesis de crARN?.

una version de creada

La activacion se da por la union del gARN a
apoCas9, principalmente a Hel I. El cambio
conformacional mas relevante es la creacion de un
canal central donde se localizara el ADN, esto
propiciado por una reorganizacién general donde
Hel III se traslada aproximadamente 65 A hacia el
dominio HNH. En ese momento, apoCas9 pasa a
ser Cas9 y adquiere capacidad de unidon a material
genético para realizar el siguiente paso?®.

El reconocimiento se basa en la busqueda activa del
PAM correspondiente a esa proteina y posteriormente,
su secuencia diana

La proteina Cas9 posterior a su unién con el gARN
empieza la busqueda activa por su secuencia PAM
a través de todo el genoma, siendo este el
mecanismo enddgeno bacteriano para discernir
entre lo endogeno y lo exdgeno. El PAM mas
frecuentemente usado corresponde a Cas9 de
Streptococcus pyogenes, siendo este 5-NGG-3’,
siendo N cualquiera de los 4 nucleotidos y esta
secuencia se estima se repite cada 16 pares de
bases, favoreciendo la capacidad de editar
virtualmente cualquier secuencia auxilidandose
también de otras Cas9 con PAM cortas en caso de
ser necesario como lo son S. thermophilus y F.
novicida que se unen a 5-NGGNG-3" y 5-NG-3’
respectivamente?’®.

La unién a porcion de ADN no
correspondiente a su PAM causa rapida
disociacion del complejo proteina-nucleétido, en

una

caso de que si se reconozca la secuencia. La accion
se logra a través de puentes de hidrogeno
coordinados por los aminoacidos arginina 1333 y
1335 en wuna conformacion de horquilla f3
localizada en el dominio C terminal con la cadena
no complementaria contenedora de la secuencia.
Esta unién propicia la invasién por la hebra de
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gARN por la separacién que causoé la unién del
ADN a la regién de reconocimiento a PAM. La
fuerza que propicia este
complementariedad de los nucledtidos del gARN
que procede a invadir y la hebra de ADN que serd
invadida. Se separan la cadena complementaria y
la no complementaria de forma progresiva de
extremo PAM proximal a PAM distal como
consecuencia de la invasion del gARN, tomando
una conformacion de bucle R o “R loop” por su
nombre en

fendOmeno es la

inglés.
nucledtidos median unién dentro del canal
formado por Cas9, pero no todos son necesarios

Aproximadamente 20

para mantener esta adherencia entre la proteina y
la hebra de ADN; se describe una regién base o
“seed” por su nombre en inglés. Esta se conforma
por aquellos nucledtidos cuya complementariedad
es obligatoria para mediar el reconocimiento y
mantener esta estrecha asociacion, con una
longitud comprendida entre 8 a 12 pares de base.
Los nucledtidos restantes del gARN no
pertenecientes a la region base son mas capaces de

tolerar no ser complementarios?®.

El bucle R es una estructura compleja y necesaria
debido a que la actividad nucleasa de la proteina
Cas9 es dependiente de wun reconocimiento
geométrico y no secuencial, donde el bucle R
promueve el acercamiento del sitio de corte de la
cadena complementaria al dominio HNH vy el
punto de escisién de la cadena no complementaria
al dominio RuvC. Para lograr esta conformacion se
necesita mas que las interacciones Watson y Crick.
En el nucledtido aguas arriba del PAM, también
referido como +1, existe un impedimento de giro
sobre su grupo fosfato estabilizado por los
aminodcidos leucina 1107 y serina 1109 en el
dominio C terminal, dirigiendo la
complementaria hacia el gARN vy alejandolo de la
cadena no complementaria promoviendo asi la
invasion del gARN?. Por otro lado, la cadena no
complementaria es estabilizada por interacciones
hidrofobicas de van der Waals,
mostrando helicoidal

cadena

y fuerzas

una conformacién
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distorsionada en la cadena no complementaria,
aguas arriba del PAM,
nucledtido -1 (la numeracion se lleva a cabo
siempre de 5 a 3’). Esta conformacion no es
termodindmicamente estable y para mantenerse se
refuerza con interacciones estabilizadoras entre los
nucledtidos -2 y -3 de la cadena no
complementaria y Cas9e.

también denominado

La forma final del bucle se dara entonces por los
cambios de direccion de ambas hebras de ADN
generados por los impedimentos previamente
descritos. La porcion PAM proximal muestra
adherencia al dominio C terminal mientras el
extremo PAM distal es coordinado entre Hel III y
RuvC, en el trayecto comprendido entre estos dos
puntos hay una rotacion global de 150° a 180° que
asegura la acomodacion de cada hebra en una
posicion favorable para su corte’®.

El corte se media por dos dominios nucleasas activados
por la cercania al nucledtido diana

La union del segmento base proximal al PAM es
primordial para asegurar la union de la proteina al
material genético, sin embargo, la porcion PAM
distal sera decisiva con relacion a la posicion del
dominio HNH que a su vez regula la actividad
nucleasa del dominio RuvC de forma alostérica. La
unién ADN-gARN en los nucledtidos +14 a +17
serd el fendmeno que estabilizara y regulara la
accion nucleasa’®.

La unién de los 20 nucledtidos del duplex ADN-
gARN seran la sefial que mediard la traccion del
dominio HNH por el dominio Hel II, accion
coordinada por interacciones hidréfobas. Este
movimiento coloca el dominio HNH a unos 10 A
del fosfato a escindir, la presencia del ion metalico
que coordina el ataque nucleofilico disminuye esta
distancia a apenas 5.5 A, suficiente para que se dé
la escisién coordinada por el aminodcido histidina
840. Por otra parte, la unién entre HNH y RuvC
por segmentos de unién o “linkers”, por su
nombre en inglés, L1 y L2 se somete a un re-
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arreglo en consonancia con los cambios
traslacionales del HNH. Este re-arreglo es la base
de la regulacion alostérica del dominio HNH sobre
el dominio RuvC, causando un acercamiento de
esta ultima a 2.1 A aproximadamente del fosfato
para la escision dependiente de ion metalico Mg?*
y coordinado por el aminoacido aspartato 10%.
Cada proteina Cas9 serd capaz de mediar un tinico
corte y el tiempo que toma la realizacion del corte

esde 0.1 a1l mins.

REPARACION

Las dos vias posibles de reparacion llevan a diferentes
resultados en el genoma

Las células generalmente son victimas de 10°
lesiones por dia en su material genético, esta

injuria es tratada por la maquinaria celular para
evitar la pérdida de la integridad del genoma.
Posterior a la accién de Cas9 sobre el ADN, el
resultado es un corte romo de ambas cadenas,
hasta este punto lo realizado se define mas como
un dafio que como una edicién. En ese momento
entra en juego la maquinaria celular para mediar
la reparacion de este corte por una de dos vias:
union de extremos no homologos o recombinacidon
homodloga (NHE]J y HR por sus siglas en inglés,
respectivamente). En la primera se unen extremos
causando deleciones o inserciones para hacer
ambos extremos homogéneos y complementarios,
en la segunda se inserta una nueva secuencia a
partir de otra secuencia molde entre los extremos
libres del ADN".

La respuesta al dano del ADN mediada
primordialmente por la familia de proteinas
parecidas a  fosfatidilinositol-3-quinasa y
polimerasas poli-ADP-ribosa. La localizacion de
las proteinas de respuesta al sitio de dafio es
iniciada por sensores y el ensamblaje de la
magquinaria reparadora depende del estado de
condensacion del material genético y los cambios
post-traduccion de estas proteinas. La fase celular
determina la via de reparacion, si la célula esta en
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fase S o G2, la via mas probable es la HR, de lo
contrario sera NHE]JY,

En la union de extremos no homologos, las
proteinas Ku70 y Ku80, de estructura toroidal con
un hueco central, son las primeras en rapidamente
unirse como heterodimero a los extremos libres
posterior al corte. La presencia de Ku unido a
ADN promueve la asociacion a proteinas quinasas
de ADN, DNA-PK por sus siglas en inglés, que
mediardn la estabilizaciéon de los extremos y
evitaran su reseccion a través de fosforilaciones
consecutivas. La posterior union de enzimas
procesadoras de extremos como ARTEMIS que
causan homologia de cadena mediante adicion o
descarte de nucledtidos, el acercamiento y
proteccion de ambas hebras para permitir la accion
de una ligasa de ADN 4 que resultara en la union
de los extremos libres con posibilidad de insercion

o delecion?’.

En la recombinacién homologa, cada extremo es
invadido por una proteina polimerasa de poli
(ADP-ribosa) 1, PARP1 por sus siglas en inglés, al
grupos poli-ADP-ribosa
coordina la acumulacion de un complejo MRN
compuesto por: proteina de recombinacion
meidtica (MRE), proteina de reparaciéon RADS50 y
la proteina reguladora del ciclo celular P95 (NBS1).
Este complejo mediara el reclutamiento de una

mediar adicion de

serina treonina kinasa ATM mediante la region C
terminal de NSBI1, que junto a MRE y RAD50
mediaran la reseccion del ADN para la creacion de
2 extremos monocatenarios libres 3’. Estos nuevos
extremos se unirdn cada uno a un complejo
heterotrimérico de proteinas de replicacion RPA1,
2y 3 para lograr estabilizarlos. La sumoilacion del
complejo RPA ya unido al ADN provoca la
adicién de la proteina RAD51 que mediara la
infiltracién de los extremos 3’ libres en el molde y
la integracion del material genético del molde a la
cadena original por actividad de la ADN
polimerasa. Esto ultimo resulta en la adicion de
una secuencia nueva en el punto donde se corto el

Volumen 9, Nimero 1, Afio 2019

ADN. Normalmente este nuevo segmento
proviene de una cromatida hermana, pero el
mecanismo se presta a la insercion de un
fragmento de ADN deseado a partir de un molde

proporcionado a la célula de manera exogena”.

COMPARACION DE MODELOS DE EDICION
GENICA

Como en la naturaleza, la supremacia de CRISPR se
atribuye a gue es el mds apto

Al evaluar un sistema de edicién génica, hay

muchos requisitos que sopesar tomando en cuenta
la delicadeza del sustrato a alterar. En cuanto a
reconocimiento, Cas9 tipicamente maneja 22
nucledtidos, 20 del gARN y 2 de PAM, siendo este
un buen niimero al mediar un reconocimiento mas
especifico, pero no se compara a las estaticas
meganucleasas que median reconocimiento de
entre 14 a 40 pares de base. En realidad, si solo se
evaluara la afinidad, Cas9 fuese la peor
considerando que el reconocimiento por ZFN y
TALENSs es definido por qué tantos dominios de
reconocimiento se afiadan. La especificidad de
Cas9 también es deficiente en comparacion a todas
las otras al permitir errores tanto puntuales como
también secuenciales, en contraste a los demas que
solo permiten errores puntuales. La caracteristica
que corona a CRISPR-Cas9 como mejor sistema de
edicion génica es la facilidad de manipulacion y
reajuste de secuencia diana, donde todos los
demas modelos necesitan el cambio de complejas
proteicas
sin embargo, de impredecible
resultado, tomando largos periodos de prueba
para evaluar diferentes combinaciones similares
para un mismo potencial resultado. CRISPR solo
necesita la presencia de la secuencia diana
sintetizada en un gARN y su secuencia PAM 3
nucledtidos después de la rotura, pero no solo eso,
sino que su estructura permite alteraciones
modulares dando una versatilidad solo limitada
por la creatividad de los investigadores’®.

estructuras con interacciones

caracterizadas,
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A pesar de lo desarrollado previamente, los
modelos de edicién génica no han descontinuado
su uso, por ejemplo: ZFN ha sido usado como
modelo terapéutico para hemofilia B, VIH e
inmunodeficiencia severa combinada. TALEN ha
sido usado como modelo terapéutico para la
distrofia muscular de Duchenne y el virus de la
hepatitis B. La estrategia terapéutica en cada caso
manipulacion  por
reparacion, tanto NHE] como HR®.

abarca ambas vias de

RIESGOS

Las mutaciones no _intencionadas son darinas para la
célula y dependen de la especificidad de Cas9

La supervivencia de cualquier modelo de edicion
génica depende grandemente de su especificidad y

los primeros reportes de uso no mostraron datos
favorables para CRISPR. Se describen como
mutaciones no intencionadas u “off target” a
aquellos cortes causados en puntos con secuencias
similares a la diana. Para aminorar la incidencia de
estos eventos se han desarrollado estrategias como
el corte del gARN para tener regiones mas
pequenas de complementariedad disminuyendo
las mutaciones no intencionadas sin sacrificar
eficacia al corte. Otro método fue la adicion de
dominios nucleasa Fokl a dCas9, haciendo que el
corte generado sea dependiente de dimerizacion
duplicando asi la cantidad de nucledtidos que
median el reconocimiento. La mejor estrategia
para este problema hasta hoy es el uso de dos
“nickasas”, proteinas Cas9 que realizan cortes
monocatenarios debido a la
aminoacido aspartato 10 del dominio RuvC por
una alanina, resultando en una pérdida de funcién
nucleasa al ser incapaz de coordinar el ion
metalico. Estas dos nickasas estan dirigidas a

mutacion del

nucleotidos adyacentes causando una rotura
bicatenaria, en caso de que una de estas Cas9
modificadas cause un corte no intencionado, es
rapidamente reparado sin causar mutaciones?.
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Los humanos presentan anticuerpos hacia Cas9

Aproximadamente un 40% de la poblacion esta
colonizada por Staphylococcus aureus y 20% de los
ninos en edad escolar estan colonizados por

Streptococcus pyogenes en cualquier momento dado,
ambos microorganismos comensales normales con
potencial patogénico. De
proteinas Cas9 son ideales para edicidon génica por
su corto PAM. En un estudio de inmunidad
humoral se encontré que la totalidad de adultos

igual manera, sus

humanos presentan anticuerpo contra ambas
bacterias, planteando dudas sobre la capacidad
inmunogénica de las proteinas Cas9. En caso de
una reaccion citotoxica contra los elementos
asociados al sistema CRISPR, se destruiria la célula
a editar y suscitaria una reacciéon inflamatoria
local. Posteriormente, se detectaron anticuerpos
séricos tipo IgG contra la Cas9 de ambos
microorganismos, limitando los métodos de
entrega que involucren la presencia de estas
proteinas en la sangre. El problema real radica en
la presencia de poblaciones de células T de
memoria contra Cas9 proveniente de S. aureus
especificamente, con capacidad de desarrollar una

respuesta inmune que anule el efecto, a su vez, con

un potencial nocivo sistémico. Este
descubrimiento obliga la adicion de tratamiento
inmunomodulador simultdneo a la terapia
génica?!.

ENTREGA

La edicion génica puede mediarse en el tejido o mediante
trasplante

Para lograr el objetivo terapéutico, es necesario
que Cas9 llegue dentro de la célula para mediar su
efecto. Las dos grandes vertientes descritas para
este proceso son: in vivo y ex vivo. En la primera, se
administran los componentes del complejo efector
a la célula en el tejido enfermo, en contraste al
segundo donde se realiza un trasplante autdlogo
con previa modificacion genética de la célula. Otro
factor que tomar en cuenta es el potencial
mutagénico del sistema al ser administrado como
material genético a la célula para que esta lo
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transcriba, mediando niveles de concentracion
mas altos del complejo efector. Contrario a lo que
pasa cuando se administra directamente la
proteina y el gARN, caso en el cual hay mas
limitacion de la actividad mutagénica’s.

Los métodos ex vivo son mds maleables

La capacidad de manipulacion de la célula da
capacidad al equipo de investigadores de evaluar
el fenotipo previo a insertar esa célula a un tejido,
evitando tal

vez potenciales tumorales o
patologias mutacionales no intencionadas. Pero el
potencial terapéutico de este método se ve
limitado por la capacidad de mantener a la célula
viva en un medio ajeno a la misma, pérdida de
propiedades asociadas a estimulos locales y la
capacidad  de
exitosamente. El proceso de incorporacion se da

por inserciéon de un pldsmido con el material

reincorporarse al tejido

genético a insertar’s.

Los métodos in vivo alteran varias poblaciones celulares
con amplificacion del efecto final

Las estrategias de entrega in vivo son preferibles
para tratar enfermedades sistémicas por su
capacidad de afectar a poblaciones
simultdaneamente, permitiendo que el efecto final
tienda a ser mas sistémicos. Las células diana no
tienen que someterse al estrés de la separacion de
su medio intracelular. El mejor ejemplo de edicion
in vivo se presenta en el uso de virus cargados con
el material genético que codifique los
componentes del complejo, estos vectores virales
tienen previamente establecido un tropismo
celular y una limitacién de la capacidad de
material genético a movilizar.
problemas que
mutagenicidad asociada a la integracion de este

varias

Uno de los
presentan los virus es la
nuevo ADN en sitios no determinados en el ADN
de la célula diana. Entre los virus usados para este
proceso estan los lentivirus, retrovirus y como
vector de mayor uso, adenovirus. Otro método
valido es la entrega directa de ribo-
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nucleoproteinas, que son proteinas asociadas a
RNA1821,

El oro como solucion a los principales problemas de
entrega al tejido

Todos los métodos previos de entrega tienen
limitantes de tamafo o potencial inmunogénico y
la soluciéon fue tan brillante como la idea que la
origind. Se denomina CRISPR-GOLD al método
que consiste en empaquetar Cas9 como ribo-
y ADN donante para la
recombinacion homologa en una cubierta interna
de nanoparticulas de oro y otra externa de

nucleoproteina

polimeros de aspartamida con grupos aminoetilo
asociados. El polimero de la capa externa
promueve la exocitosis por su carga positiva y
dentro de la célula causa disrupcion endosomal,
con posterior liberacion del complejo atin cubierto
por la capa interna al citosol, donde el glutation
mediara la liberacién del complejo efector de las
nanoparticulas de oro, cuya contribucion era
brindar estabilidad al conjunto de todos los
componentes. De esa manera, se tiene la ribo-
nucleoproteina con el ADN donante dentro de la
célula, ademas de altas probabilidades de realizar
recombinacion homodloga con relacion a la
introduccion por factores virales. Un factor que
considerar es la potencial acumulacion intracelular
de oro, pero la cantidad necesaria para alcanzar
niveles tdxicos es virtualmente imposible de
lograr?2.
MODALIDADES ALTERNAS DE EDICION
GENICA

No solo de cortes se vale la manipulacién genética, Cas9
es una plataforma de muchas posibilidades

El genoma es un componente muy complejo de los
sistemas biologicos, su accidon no solo depende de
la secuencia de pares de base, sino que, muchos
otros  factores
acetilaciones, la condensacion y disponibilidad
espacial juegan un papel importante en su funcién.
Para que Cas9 funcione como una proteina de
union que guie un efecto no catalitico, se necesita

como las metilaciones o
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su variante mutada dCas9. Esta ultima es
conjugada con mddulos efectores para lograr una

multitud de efectos como lo son?:

Represion: La adicion de proteinas de represion
como KRAB permite el estudio simultaneo de
fenotipos similares con ausencia de cambios
mutacionales pero diferente expresion proteica?.
Induccién: Proteinas como la VP64 unidas al
dCas9 promueven el ensamblaje de la maquinaria
transcripcional, permitiendo asi la observacion de
una via celular u otra por previa induccion de
estaZ.

Visualizacion: La unién de dCas9 a un fluoréforo
permite el seguimiento en vivo de la secuencia
diana, util para localizar organizacion cromosomal
intracelular?.

Regulacion exogena: Es posible gracias al puente
rico en arginina la inserciéon de un segmento de
impedimento de ensamblaje entre los 16bulos de
Cas9. Este segmento puede ser sensible tanto a
quimicos como doxiciclina o a la luz de 450 nm a
48 ltmenes, dando como resultado que el corte
solo se dé posterior a un estimulo exogeno?.
Epigenética: Adicion de enzimas acetiltransferasas
y metilasas la alteracion dirigida del estado
epigenético del genoma, dando la capacidad de
disponibilidad de segmentos
especificos al modificar su condensacidn?

Edicidn de bases: La proteina citosina desaminasa
guiada por una dCas9 es capaz de catalizar la
eliminacion de un grupo amino en la citosina

manipular la

convirtiéndola en uracilo. El par de U-G se somete
a la maquinaria de reparacion celular y pasa a U-
A, posteriormente se repara a T-A. Permitiendo la
reparacion de mutaciones puntuales
necesidad de causar cortes en la cadena de ADN.
De igual manera, se puede editar A-T a C-G por
desaminacién de la adenina y la deteccion del
producto, inosina, como una guanina por la

sin la

magquinaria de reparacion celular?.

Edicion de ARN: Si a la célula se le administra un
fragmento PAM correspondiente a la proteina
Cas9, PAMmero, esta adquiere la capacidad de
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unirse y cortar RNA monocatenario. En el proceso,
Cas9 se vuelve mucho mas exigente en cuanto a la
cantidad de nucledtidos que deben ser
complementarios en el duplex. Igual que este,
existen muchos otros métodos alternos para
convertir Cas9 y otros ortologos en herramientas
de ediciéon de ARN, como la modificacion de la
proteina para aumentar su actividad intrinseca
anti-ARN?,

La edicion génica es mds que solo cambiar el genoma,
hay que hacer gue ese cambio sea sostenible
Varios factores afectan la eficacia de un cambio en

el genoma, sea del tipo mutacional o no. Antes que
nada, se debe definir el efecto terapéutico
esperado por la alteracion realizada. El principal
medidor de éxito en la terapia serd el estado de
“bienestar” de la célula receptora, si estas tienen
un aumento neto de sus capacidades en general,
seran mas aptas que las demas células de su medio
y su replicacion preferente causaran que sea
necesario una menor poblacion editada para
lograr el efecto terapéutico. Un ejemplo de esto
son las células hematopoyéticas con IL2RG
funcional  que mayor  capacidad
proliferativa en relacién con las que tienen un
knockout en este gen’s.

tienen

El otro factor mayor que determina la eficacia de
una manipulacion mutacional es la preferencia por
una via de reparacién u otra. El método mas dificil
de lograr es la recombinacién homdloga vy
mientras mayor sea el tamafno del segmento a
insertar, menos probabilidades hay de que se dé.
En ese mismo ambito, si la reparacion no destruye
la secuencia diana, Cas9 volvera a escindir en el
mismo sitio, dando indicios de mutagenicidad.
la probabilidad de que se
recombine, se puede aumentar la homologia entre
los extremos libres del molde y del segmento
escindido. Como ultima medida, y preferencial
para asegurar la integridad del proceso, se puede
inhibir la via NHE], aunque no se conoce que tan
seguro sea este procedimientos.

Para aumentar
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HORIZONTES

CRISPR se perfila como la estrategia terapéutica ideal
Dado el rol central que tiene el ADN en la
biologia, su manipulacion terapéutica parece una
frontera viable para tratar patologias asociadas a
expresion génica. Las mutaciones patologicas son
muy variadas y cada una recibe un modelo
terapéutico especifico:

Mutaciones de ganancia de funcién como
ejemplo estan el gen HTT en la enfermedad de
Huntington y el gen FGFR3 en la acondroplasia,
como tratamiento, se induce NHE] para inactivar

el alelo mutante e inducir la expresion del alelo
intacto en el cromosoma homologo?s.

Mutaciones de expansion de nucledtidos como la
enfermedad de
Friedreich se corrigen al inducir dos cortes
bicatenarios en cada extremo de la insercion

Huntington y la ataxia de

patogénica con posterior correccion por NHE].
Mutaciones puntuales donde haya ganancia de
funciéon como el gen SOD1 G93A en la esclerosis
lateral amiotrofica pueden ser confundidas con su
version sana en el cromosoma homologo al
momento de tratar de
“reparacion”. Por ello, se opta por inducir un
reemplazo de todo el gen a través de
recombinaciéon homologa donde se inserte una
version funcional no patologica de la secuencia’s.
Mutaciones con pérdida de funciéon como en la
enfermedad de Tay-Sachs
terapéutico similar donde se inserta una version
sana del gen. Esto permite reestablecer niveles
fisiologicos de la expresion de la proteina
implantada’s.

Mutaciones asociadas a cambio de funcidn sin

inducir un corte de

usan un modelo

aparicion de un fenotipo patdgeno son inducidas
en casos como el receptor CCR5 en VIH y PCSK9
en hipercolesterolemia.
disminuye la posibilidad de una infeccién o un

En ambos casos, se
cuadro patoldgico asociado respectivamente?s.

Ataque de ADN extra-cromosomal como al
genoma viral de hepatitis B o HIV, concediendo la
capacidad de degradar secuencias conservadas en
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virus especificos o fragmentos mediadores de su
replicacion’®.

Los _microorganismos _resistentes son particularmente
sensibles a Cas9

Las cepas
resistentes de microorganismos son un problema
latente en la medicina contempordnea. El uso
indiscriminado de antibidticos ha llevado a las
bacterias a desarrollar rapidamente una plétora de
mecanismos para asegurar su supervivencia, el
modelo terapéutico propuesto basado en edicion
génica plantea eliminar ese problema mediante la

altamente virulentas y farmaco

programacion de Cas9 para que ejerza actividad
citotoxica al tener como diana secuencias
conservadas y especificas de las cepas resistentes.
La especificidad del método promueve el ataque
solo a patdgenos, protegiendo el microbioma
comensal?.

El cancer es una diana compleja de edicion génica

Las células T quiméricas receptoras de antigeno
(CAR-T) son un invento innovador, se basan en la
introduccion de un gen que codifica una cadena
artificialmente determinada. El fragmento variable
de la cadena media la especificidad hacia
cualquier marcador de superficie deseado, esto
aprovechando la capacidad de las células T de
orquestar y dirigir la respuesta inmune. Hasta
ahora, este método ha sido usado para atacar
linfomas y leucemias, pero hay prospectos de su
uso en tumores solidos. Diferentes moléculas han
sido usadas como objetivos y estas tienen como
sobreexpresion en procesos
tumorales, algunos ejemplos de estas son: CD19,
Her2/neu, mesotelina cMet, GD2, receptor de
interleucina 13 alfa 2 y el receptor de crecimiento
epidermoide. Todas las moléculas previamente

caracteristica su

descritas estan en diferentes fases de estudios
clinicos?!.
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La generacion de modelos transgénicos se facilito
grandemente

A nivel académico, CRISPR-Cas9 tuvo uno de sus
picos de utilidad. Previo a este, la generacion de
un modelo animal transgénico, que es un
espécimen genéticamente modificado, era un
proceso que tomaba de meses a afios. Los estudios
mas ambiciosos se veian limitados por los recursos
materiales y humanos necesarios para observar
unos pocos fenotipos de forma simultanea. Cas9
permite la creaciéon de modelos de animales
transgénicos por inyeccion directa de cigotos para
lograr la presencia de la mutaciéon en todo el

organismo. La diferencia radica en la rapidez y
sencillez con la cual se realiza este proceso, hasta
el punto donde se pueden hacer estudios
poligénicos sin incurrir en gastos comparables a
los correspondientes con el uso de métodos
previos. El estudio del componente génico de
enfermedades multifactoriales se facilita por la
capacidad de manejar mayor cantidad de modelos
con muchas

mutaciones y solo diferencias

genéticas puntuales entre €.

Mucho se ha dilucidado sobre la funcién de largos
segmentos de material genético no codificante.
CRISPR-Cas9 es la herramienta ideal para la
manipulacién de fragmentos no codificantes y
observar el efecto que tiene la presencia o
modificacion de estos sobre el organismo modelo.
Mantener una imagen en vivo de la organizacion
del material genético y compararlo con Ila
actividad transcripcional permitira entender mejor
el fendmeno de compromiso a una linea celular,
siguiendo la misma idea, dando posibilidad a
induccion de pluripotencialidad in vivo?.
El potencial terapéutico de las células
pluripotentes no puede ser subestimado. La
edicién del gen CFTR de la fibrosis quistica en
células inducidas dio como
resultado la proliferacion de un fenotipo funcional
capaz de disminuir las manifestaciones clinicas in
vitro. Si la inducciébn y edicidbn se diesen

pluripotenciales
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simultaneamente in vivo, enfermedades como la
distrofia muscular de Duchenne asociada a un
defecto en la distrofina,
defecto de la Crygc, tirosinemia y la anemia de

cataratas asociada a

Fanconi pudieran ser erradicadas

eficientemente?.21,

Observar los estimulos celulares de forma individual
permite conocer como interacciona esta con lo exdgeno

Uno de los usos mas novedosos del sistema Cas9
ha sido la creacion de un sistema de seguimiento
intracelular sensible, CAMERAI,
estudio de los

altamente
permitiendo el cambios
intracelulares secundarios a un estimulo en
especifico. Para esto se introduce un plasmido que
normalmente se replica unos cientos de veces
dentro de las bacterias. Este pldsmido contiene
una secuencia diana de Cas9, pero esta ultima esta
condicionada a solo funcionar en presencia de un
quimico que funge como el estimulo. Cada
exposicion al estimulo que puede ser, por ejemplo,
un antibidtico, causa la degradaciéon del plasmido
por la ausencia de mecanismos de reparacion
eficientes en bacterias. Otro plasmido funcional se
replicard para sustituir el dahado, alterando la
proporcion de  pldsmidos  funcionales o
degradados. Esta informacion es analizada y
se expuso esa
poblacion en especifica al fdrmaco, que puede
compararse a la vez con qué tanto antibidtico se

permite observar qué tanto

administrd para saber la penetrabilidad de este a
la célula®.

Un método parecido, pero empleando el uso de
edicién de bases permite ampliar la sensibilidad
hasta a 4 estimulos diferentes (uno por cada base a
editar) y el establecimiento de wun orden
cronoldgico de estos establecido por la presencia
de la alteracion en la secuencia. Este sistema recibe
el nombre de CAMERA2 y sus prospectos
incluyen el estudio de los dindmicos cambios del
microbioma para entender cémo varia estd en
exposicion a estimulos puntuales?.
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Una_industria_bioldgica se abre camino a partir de
CRISPR-Cas9

El uso de microorganismos para la generaciéon de
moléculas bioldgicas con utilidad comercial no es
un concepto nuevo, se ha usado desde los inicios
de la ingenieria genética para la sintesis de:
insulina, isopropanol, terpenoides, aminoacidos,
antibioticos Estudios
demostraron que la aplicacion de Cas9 sobre estos
microorganismos
sintesis hasta en un 100%. Para lograr esta
eficiencia hay diferentes métodos, todos con el fin
de priorizar una ruta metabdlica sobre otras. E. coli

entre otros. recientes

aumentan la eficiencia de

es un microorganismo muy estudiado en el &mbito
y se toma como base para plantear las siguientes
soluciones: antes que todo se inserta la maquinaria
enzimatica que promueve el paso de sustrato a
producto, posteriormente, se prioriza esta via al
inducir una sobreexpresion las enzimas exdgenas
y las responsables de la maquinaria energética
celular con consecuente disminucion de otras vias
endogenas. Para disminuir la interferencia de otras
rutas metabolicas que compartan sustrato o sean
energéticamente exigentes, se pueden
provocar deleciones de las enzimas responsables
de estas. Otra posibilidad es el mejoramiento del
contenido lipidico de E. coli al integrar factores de
transcripcién asociados a la regulaciéon de acidos
grasos junto a una delta 9 desaturasa y acetil-CoA
carboxilasa,

muy

esto resulta en una capacidad

Volumen 9, Nimero 1, Afio 2019

aumentada de almacenamiento de la célula al
saturar su citoplasma de producto final sin causar
rotura membranal, gracias al elevado contenido de
componentes lipidicos en la membrana?.

Estos métodos de aumento de productividad se
pueden aplicar a la sintesis de cualquier material
bioldgico, creando una maquinaria eficiente cuyo
combustible es glucosa, sin
posibilidad de darle la capacidad de degradar
otros componentes de desecho como fuente
energética. CRISPR-Cas9 es la herramienta que
pondra todo el potencial de la edicion génica sobre

descartar la

microorganismos a merced de la humanidad.

CONCLUSION
Descubierto
procarionte y adaptado como un modelo de
edicién génica, CRISPR-Cas9 se perfila como una

como un sistema de defensa

de las herramientas mas importantes de
manipulacion bioldgica hoy en dia. Su uso ofrece
solucion definitiva a varios procesos patoldgicos,
solo superado por la plétora de aplicaciones
académicas e industriales. La caracterizacion de
modelo de edicion génica despierta
curiosidad si el proximo hito de la biologia estd en
alguna esquina no explorada de la diversidad

bioldgica.

este
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FIGURAS

Figura 1. Meganucleasas. Dos meganucleasas individuales se unen a préximas una a la otra y causan un corte de
extremos cohesivos. Sustraida de Romay G, Bragard C. Antiviral defenses in plants through genome editing. Frontiers in
microbiology. 2017 Jan 23;8:47.

Catalytic Zinc finger
module module

Figura 2. Nucleasas dedos de zinc. El corte se da por 2 nucleasas que se unen a cada cadena de ADN. El
reconocimiento se da por motivos dedo de zinc que median reconocimiento a 3 nucledtidos sucesivos, la actividad
nucleasa es por los dominios Fokl, que al dimerizar con su contraparte, causa escisién de ambas cadenas. Sustraida de

Romay G, Bragard C. Antiviral defenses in plants through genome editing. Frontiers in microbiology. 2017 Jan 23;8:47.

Catalytic TALE module

[T -N

module

Figura 3. TALENs. Las TALENs median reconocimiento siendo cada dominio afin a un nucleétido especifico en
sucesion. La actividad nucleasa esta a cargo de dos dominios Fokl, uno en cada cadena de ADN, que cuando entran
en contacto y se dimerizan, causan la escisién bicatenaria. Sustraida de Romay G, Bragard C. Antiviral defenses in plants

through genome editing. Frontiers in microbiology. 2017 Jan 23;8:47.
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Figura 4. CRISPR: repeticiones palindréomicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas. A) Las secuencias
espaciadoras contienen la ADN exégeno incorporado que transcribira a crARN. Las secuencias espaciadoras se
intercalan con secuencias de repeticion de por medio. B) Una secuencia lider no codificante precede al conjunto de
combinaciones de secuencias espaciadoras y secuencias de repeticion. C) El locus CRISPR esta compuesto en orden
por las proteinas Cas, la secuencia lider y el conjunto de repeticiones de secuencias de repeticion y espaciadoras.
Sustraida de Karginov FV, Hannon GJ. The CRISPR system: small RNA-guided defense in bacteria and archaea. Molecular cell.
2010 Jan 15,37(1):7-19 y modificada por Anthony Gutiérrez.
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Figura 5. CRISPR: sistema inmune adaptativo bacteriano. En el proceso de inmunidad adaptativa procarionte
primero el fago invade la bacteria, si la bacteria sobrevive, en la fase de adaptacion incorpora el material genético viral
al locus CRISPR como secuencia espaciadora. Luego, en la fase de biogénesis del crARN se transcribe el ARN que se
unira al complejo efector para su activacion. En la fase de interferencia, el complejo efector conformado por proteinas
Cas y crARN escinde material genético complementario al especificado por su crARN. Sustraida de Hsu PD, Lander

ES, Zhang F. Development and applications of CRISPR-Cas9 for genome engineering. Cell. 2014 Jun 5;157(6):1262-78.
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Figura 6. Estructura de Cas. Esta compuesta por dos lobulos, uno de reconocimiento y otro nucleasa. El primero esta
compuesto por tres dominios Hel (I, II y IIl) y el segundo por dos dominios nucleasas, HNH y otro RuvC. Ambos
lobulos estan unidos por un puente rico en arginina y un segmento de unién desorganizado. El lébulo de
reconocimiento interactia con el crARN, el lébulo nucleasa escinde el ADN y el dominio C terminal en el l6bulo
nucleasa reconoce el PAM. Sustraida de Structural basis of PAM-dependent target DNA recognition by the Cas9
endonuclease. Anders, C., Niewoehner, O., Duerst, A., Jinek, M. (2014) Nature 513: 569
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PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA MADRE Y MAESTRA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
UNIDAD TECNICO ASESORA DE INVESTIGACION

ANALES DE MEDICINA PUCMM

Guia para la Elaboracion del Manuscrito de Publicacion

El propdsito de esta guia es ofrecer los requerimientos minimos para la publicacion de articulos de
investigacion en la revista de la Escuela de Medicina de la Pontificia Universidad Catélica Madre y
Maestra.

Normas Generales

Los articulos que se someten a la revista deben ser originales o articulos de revision y deben
remitirse de la siguiente manera:

U El manuscrito debe enviarse al correo analesdemedicina@pucmm.edu.do como un
documento de Microsoft Word y debe escribirse a doble espacio en todas las secciones.
Todas las paginas, incluyendo la del titulo, deben ser enumeradas.

El texto del manuscrito debe estar escrito en espanol o en inglés.

U Las tablas, ilustraciones o figuras y los graficos deberan presentarse individualmente en una
hoja, con sus respectivos titulos y leyendas, enumeradas y a espacio doble. En el caso de las
figuras o ilustraciones, deberan obtenerse los permisos correspondientes para su uso, en
caso que no sean de la propia autoria de los autores. Se recomienda un maximo de 6 por
articulo.

U Se espera que el manuscrito no contenga mas de 4,000 palabras (articulo original) o 5,000
palabras (articulo de revision), sin incluir el resumen analitico/abstract, referencias, tablas,
figuras, ilustraciones y graficos.

Articulos Originales

El manuscrito que se somete para publicacion, tanto de estudios observacionales como
experimentales, debe estar organizado en las siguientes secciones: introduccion, métodos,
resultados y discusion.

El contenido del manuscrito es como se muestra a continuacion:

= Pagina de presentacion.
I. Titulo del articulo. Utilice un titulo conciso que facilita la lectura. También es
necesario que sea un titulo llamativo, que capte la atencion del lector y que
represente el enfoque de la investigacion. Se recomienda utilizar una terminologia
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que aumente la sensibilidad y la especificidad en la busqueda. No se recomiendan
titulos muy cortos porque pueden obviar informacion importante.

2. Nombres de los autores y sus afiliaciones. En el caso de las tesis de grado, es
mandatorio enlistar como afiliacion la Pontificia Universidad Catdlica Madre y
Maestra.

3. Nombre del Departamento y la institucion a la cual sera atribuido el trabajo.
En el caso de las tesis de grado, es mandatorio nombrar a la Escuela y a la
Pontificia Universidad Catolica Madre y Maestra.

4. Informacion de contacto del primer autor o del autor por correspondencia.

Fuente de financiamiento.

Conteo de palabras. No se incluyen en este conteo: resumen analitico

(abstract), agradecimientos, leyendas y referencias.

7. Cantidad de figuras y tablas.

o w

= Declaracién de conflicto de intereses
Puede descargar el modelo del ICMJE (International Committee of Medical Journal
Editors), disponible en el siguiente sitio de internet:
http://www.icmje.org/coi_disclosure.pdf. También puede redactar una comunicacion
tomando esta informacion de base.

= Resumen analitico/Abstract. Es una parte muy importante del manuscrito. Debe
estar escrito de forma clara, con suficiente detalle, tanto en espanol como en inglés.
Para algunos este es la carta de presentacion del articulo, ya que muchos lectores se
refieren a él para buscar mas informacion sobre el estudio; en otros casos, este es la
Unica informacién a la que tienen acceso algunos lectores. De esta manera, es
imprescindible que esta seccion refleje el contenido del articulo con la mayor precision
posible. En el caso de las tesis de grado, por convencién hemos adoptado un total de
250 palabras para los estudios descriptivos y los estudios observacionales; en el caso
de ensayos clinicos o estudios experimentales se permitira hasta 300 palabras. Debera
incluir: introduccién, métodos, resultados, conclusién y palabras claves (3-5), estas
Ultimas basadas en los Descriptores de Ciencias de la Salud (DeCS) o Medical Subject
Headings (MeSH).

= Introduccion. Debe proveer de forma clara y precisa el contexto o los antecedentes
del problema estudiado. Debe expresar el proposito o el objetivo del estudio o la
hipotesis que se evalla en el mismo. A menudo se prefiere presentar el objetivo del
estudio como una pregunta. Utilice solo referencias que sean pertinentes y no incluya
datos o conclusiones del trabajo que se esta presentando en este articulo.

= Métodos. Debe incluir la informacion que estaba disponible cuando se escribi el
protocolo del estudio. Si apareciera algiin dato durante o después del estudio, debera
referirse en la seccion de resultados. Su contenido incluye, pero no se limita a:

I. Descripcion de la poblacion estudiada y del proceso de seleccion. Es importante
mencionar los criterios de inclusion y los criterios de exclusion y explicar por
qué fueron delimitados. Es importante expresar cdémo se midieron estos
criterios y su relevancia para el estudio.

2. Identifique los métodos, los equipos (incluyendo el nombre del fabricante),
todos los procedimientos con suficiente detalle como para que se puedan
reproducir los resultados. Si alguno de los métodos ha sido tomado de otros
estudios, ofrezca las referencias adecuadas.

3. Debe referir informacion y describir en detalle los métodos utilizados para
encontrar, seleccionar, extraer y resumir los datos obtenidos.
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4. En lo que refiere al tratamiento estadistico, debe detallarse lo suficiente como
para que cualquier lector pueda tomar la informacion original y verificar los
resultados que se reportan. Mencione el paquete estadistico utilizado. Debe
incluir suficiente informacion sobre los resultados, no solo los estimados, sino
las medidas de incerteza a su alrededor, esto es, los intervalos de confianza. No
solo presente los resultados de la prueba de hipotesis.

= Resultados. Los resultados deben presentarse en un orden logico. Utilice tablas,
figuras. Presente los resultados mas importantes al inicio. No describa todos los
resultados de las tablas o de los graficos en el texto, refiérase solo a los mas relevantes.
Es importante presentar los datos relativos y las cifras absolutas relacionadas. No
presente los mismos datos en tablas y en graficos.

= Discusion. Debe presentar los aspectos novedosos y mas relevantes del estudio y las
conclusiones que se derivan de esta investigacion a la luz del contexto en el que se
realizé. No debe detallar ninguna informacion que ha sido presentada en la introduccion
ni en la seccion de resultados. Puede ser beneficioso iniciar con un breve resumen de
los datos y luego tratar de explicar estos hallazgos, comparar con la literatura existente,
declarar las limitantes del estudio y las fortalezas. Es importante que se describan las
implicaciones de estos hallazgos para futuras investigaciones, para la practica clinica o
para la salud publica.

= Referencias. Utilice las Recomendaciones ICMJE (International Committee of
Medical Journal Editors).

Articulos de Revision

El texto del manuscrito que se somete para publicacion, tanto de estudios observacionales como
experimentales, debe estar escrito en espahol y organizado en las siguientes secciones:
introduccion, métodos, resultados y discusion.

El contenido del manuscrito es como se muestra a continuacion:

= Pagina de presentacion
La pagina de presentacion contendra la informacion basica del articulo que aparecerd en la
pagina inicial del documento. Debe de presentar:

e Titulo: preferiblemente conciso e informativo. Se recomienda entre 8 a 12
palabras, como maximo. No debe ser un titulo resumido o abreviado, sino el titulo
completo del articulo.

e Autores: se debe incluir sus nombres y afiliaciones. Todas las afiliaciones deben
estar indicadas con letra superindice minuscula después del nombre de cada autor-.

e Autor por correspondencia: indicar claramente el autor determinado a
manejar la correspondencia en todas las etapas de evaluacion durante la
publicacion, asi como después de ser publicado. Se debe asegurar de proporcionar
la direccion de correo electrénico y de agregar datos de contacto actualizados.

= Resumen

Incluye una descripciéon de los temas cubiertos y/o una idea general del articulo. Esta es la
informacién inicial que el lector revisara. Debe de ser preciso e informativo, tanto en
espanol como en inglés. Se recomienda que este incluya entre 200-250 palabras.
Inmediatamente después del resumen, proporcione un maximo de 6 palabras clave,
evitando términos plurales y conceptos mdltiples (evite, por ejemplo, "y", "de"). Estas
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palabras clave se utilizaran para fines de indexacion.

= Abreviaturas (opcional)

Puede definir las abreviaturas que no son estandar en este campo en una nota al pie que se
colocara en la primera pagina del articulo. Tales abreviaturas que son inevitables en el
resumen deben definirse en su primera mencién alli, asi como en la nota al pie. Asegure la
consistencia de las abreviaturas a lo largo del articulo.

= Tabla de contenido (opcional)
Puede incluir una tabla (o indice) de contenido que facilite al lector la organizacién del texto
y debe indicar la pagina por seccion o titulo del articulo.

= Cuerpo del articulo
Debe senalar y diferenciar cada acapite del cuerpo del articulo: los titulos o secciones en
negrita, y subtitulos o subsecciones en letra cursiva. Ademas, se recomienda dividir el
articulo en secciones claramente definidas y numeradas en orden secuencial (1.1, 1.2, etc.),
sin incluir el resumen. Se sugiere seguir el siguiente esquema general:
- Introduccioén: Incluye una descripcion del tema y antecedentes relevantes de la
revision del tema.
- Desarrollo: Representa 70-90% de todo el texto.
- Conclusion: Establece las implicaciones de los hallazgos e identificar posibles nuevos
campos de investigacion.

= Agradecimientos (opcional)
Se pueden indicar los nombres completos de las personas, agencias o programas de
financiamiento, asi como sus contribuciones especificas al proyecto, si aplica.

= Referencias

Debe incluir por lo menos 25 referencias y deben estar organizadas por numero en el
orden en que fueron citadas en el texto. Utilice las Recomendaciones ICMJE (International
Committee of Medical Journal Editors).
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