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EDITORIAL

REVELAN ESTRATEGIA DE LOS PATOGENOS DELNUEVO MUNDO

THEYREVEALSTRATEGY OF THE PATHOGEN OF THENEW WORLD

Recientemente hemos recibido un notable documento, desde una fuente cientifica confiable; estaba en un correo
electronico junto a un anuncio sobre un virus de computadora, y parece ser un discurso importante dirigido a la Asociacion
Mundial de Patégenos (WPA). El texto se titula “Nuestro Futuro Infectante: la Nueva Agenda”. En €, el Presidente de la
WPA, Mr. Prion, anuncia un profundo cambio politico, de gran interés para la humanidad, porque pronostica un cambio en
las metas de nuestros mayores predadores. Agradecemos a Science por difundir su texto completo.

“Debo informar a la comunidad infecciosa”, advierte Prion, “que la mayoria de nuestros antiguos anfitriones naturales
esta desapareciendo. Nunca nuestro futuro ha sido més negro, amenazado como esta por una realidad que era impensable
hace unos 5000 afios. Nuestro abastecimiento alimentario esta siendo reemplazado debido a una sola especie, Homo
sapiens, que ha llegado a reinar sobre toda la Tierra. Domina por su cantidad y por el alcance de su diseminacién, y ha
llegado a ser para todos nosotros el mas grande desafio, que ya no podemos seguir ignorando”.

“Se requiere accién. Desde luego, en este desastre hay un germen de oportunidad y una oportunidad para los
gérmenes. Con nuestra tradicién evolutiva, debemos prepararnos para cambiar de gustos, cambiar de anfitrion, y
aprovecharnos del {inico agregado apetitoso y disponible en nuestro menu: el camino del futuro es la homofagia”.

“Antes de continuar con esta nueva oportunidad que se nos presenta, son necesarias algunas felicitaciones. Al HIV,
por el gran salto realizado, y por matar tan lentamente como para compartir hospedero con muchos de nosotros. Al bacilo
tuberculoso, por su triunfo renovado e inesperado. A los virus Ebola, Hanta, Lassa, y Marburg por sus ingeniosos
esfuerzos, sabiendo que no permaneceran sin recompensa. A Legionella pneumophila por su recato silencioso. A todos
aquellos ya en la cumbre, los grandes pioneros como Plasmodium, el virus dengue, y Treponema, y especialmente a aquel
gran debilitador, el virus del resfrio comin, por darnos a todos ejemplo espléndido de cémo alcanzar el éxito”.

“Hay muchos factores que nos dan esperanza. Homo es notablemente hospitalario con nosotros. En cantidades
extraordinarias, estdn ahora desnutridos e immunodeficientes, y tienen una tendencia a mantenerse, no solamente
esparciéndonos a nosotros los veteranos, sino dando muchas oportunidades nuevas para los novatos que llegan al
banquete. Ellos gastan sus recursos médicos en unos pocos, mientras fracasan en sacarnos de tantas areas, como los
alimentos y el agua potable, que llegan a muchos. Ellos usan mal los antibiéticos, una de sus mejores armas contra nosotros,
permneciendo ciegos a nuestra habilidad evolutiva para desarrollar resistencia. Ellos prestan muy poca atencion a nuestra
gran capacidad para evolucionar a niveles nuevos de virulencia. Y ellos imprudentemente estian cambiando el clima,
liberando a muchos de nosotros de nuestras histdricas limitaciones geograficas”.

“ La vinica nube obscura sobre nuestro horizonte es la propensién de Homo para auto-dafiarse. Han amenazado
modificar a algunos de nosotros para usarnos en su lucha intraspecifica o “guerra bacteriolégica”, como ellos la llaman,
(como si nosotros hiciéramos la guerra). Esto podria causarnos un problema de disponibilidad alimenticia, pero ellos son
reproductores tan prolificos que, con nuestra notable paciencia genética, podriamos facilmente resistir un desastre poblacional
hasta que ellos logren una vez mas la biomasa necesaria para satisfacer nuestros apetitos.

“En perspectiva, compaiieros patégenos, Homo es la oportunidad que finalmente nos podré beneficiar a todos.
Aparte de su preponderancia numérica, muestra todas las debilidades que maximizan nuestro potencial efectivo. Aunque
ellos niegan que existe un almuerzo gratuito, nosotros sabemos una cosa distinta. Hay almuerzos gratis para todos; son
ellos mismos.”

Revista Science 292, Number 5526, Issue of 29 Jun 2001, p. 2397. (Traduccién: Dr. Angel Spotorno O.)

Thomas Eisner y Paul R. Ehrlich

Thomas Eisner, Cornell Institute para la Investigacién en Ecologia Quimica y el Departamento de Neurobiologia y Comportamiento,
Cornell University. Ithaca, NY 14853, EUA; Paul R. Ehriich esta en el Departamento de Ciencias Bioldgicas, Stanford University,
Stanford, CA 94305. EUA.
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VARIACION EN PROTEINAS DEL SURFACTANTE EN TEJIDO PULMONAR DE LACTANTES FALLECIDOS
DURANTE UNA INFECCION POR PNEUMOCYSTIS JIROVECI

LICARALLEN QUEVEDOC. !, DR. SERGIO VARGAS M2, BQ. CAROLINA PONCEO.?

RESUMEN

Antecedentes: Pneumocystis sp induce dafios en el surfactante pulmonar, consistentes en una alteracién de su composicion
lipidica y en cambios selectivos en la expresion de sus proteinas (SP). Nosotros postulamos que en lactantes fallecidos
durante una infeccién primaria por Pneumocystis jiroveci, presentan un disminucién en la expresion de proteinas del
surfactante del tipo hidrofébicos (SP-B,SP-C) y un aumento en las de tipo hidrofilicos (SP-A, SP-D).

Maétodo: Se utilizaron muestras de tejido pulmonar de lactantes fallecidos en la comunidad, las que fueron diagnosticadas para
Pjiroveci mediante PCR anidada y las SPs analizadas por inmunohistoquimica. Se asigné un puntaje a cada muestra de
acuerdo al grado de inmunotincién y el nimero de células positivas en 50 campos a 40X.

Resultados: Se observé un aumento significativo en la expresién de Sp-A (p<0.002) en las muestras Pjiroveci positivas y una
tendencia a la disminucién en la expresion de SP-B que no alcanzd significancia estadistica (p=0.12).

Conclusién:Nuestros resultados sugieren que SP-A aumenta su expresion en presencia de Pjiroveci y justifican el anélisis
de un mayor nimero de muestras para el estudio de SP-B. Se continuaran nuestras investigaciones para cuantificar esta
expresion y dilucidar si estas alteraciones ocurren a nivel transcripcional, traduccional y post-traduccional, relacionandolas

con el sindrome de muerte subita

Palabras claves: pneumocystis jiroveci, surfactante, sindrome de muerte subita.

INTRODUCCION

En el curso de la historia de la infeccién causada por el
Pneumocystis jiroveci, se han realizado numerosos estudios
sobre la neumonia que ocurre en pacientes
inmunosuprimidos, como son aquellos que sufren del SIDA,
que estan sometidos a quimioterapia debido al cancer, o que
reciben drogas inmunosupresoras para el transplante de
érganos (1,2), todas estas enfermedades probablemente por
reinfeccion por parte del patégeno (infeccion secundaria).
Como principales modelos de estudio estén los animales
inmunosuprimidos e inmunodeficientes, principalmente los
ratones SCID (colonias de diversa combinacién de
inmunodeficiencia, carecen de células T y B) y ratones nudes
atimicos (carecen de células T) (3).

La infecci6n primaria o primer contacto con
Pneumocystis, que ocurre precozmente en la vida,
normalmente permanece subclinica, pero algunos reportes
han indicado que estos pueden presentarse clinicamente
como neumonia en infantes inmunocompetentes, infecciéon
respiratoria autolimitada o sélo asintomatica, que pueden
llegar a ser transmitida a hospedadores susceptibles (4,5,6).

Mas de un 50% de la etiologia de la neumonia
permanece sin ser conocida, es asi como un numero
significativo de enfermedades respiratorias, podrian

corresponder a manifestaciones clinicas de un primer
contacto con Pneumocystis. Estudios realizados en el
laboratorio del Dr. Vargas, han sugerido la asociacion entre
la infeccién de Preumocystis y el sindrome de muerte subita
(SMS)(4).

El mejor modelo de animal para el estudio de la infeccion
primaria del Pneumocystis es el conejo, ya que estos
usualmente desarrollan en forma espontanea, en el momento
del destete, la neumonia causada por Pneumocystis, la cual
resuelven a las pocas semanas, sin necesidad de un
tratamiento, imitando la infeccién causada en humanos sanos
(7.8). Sin embargo, es posible hacer un paralelismo entre la
infeccién primaria y modelos de infeccién secundaria, ya
que los cambios observados a nivel del surfactante pulmonar
son los mismos en ambos modelos y dichos cambios son
observados tempranamente en modelos de infeccidn
secundaria, sugiriendo que dichos cambios podrian ser
requeridos para permitir la proliferacién del Pneumocystis
.

Pneumocystis, ha sido clasificado como un tipo exético
de hongo (10). La infeccién por pneumocystis es especie
especifico, siendo identificado P. carinii para los animalesy
el P, jiroveci en animales, y se sugiere que su transmision es
via inhalacién de quistes infectados(6).

| Estudiante 4° afio Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
2 Laboratorio de Infecciones Respiratorias. Programa de Microbiologia. ICBM. Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
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Se ha postulado que luego de la inhalacién de guistes
de Pneumocystis estos llegan al interior del alvéolo donde
proliferan en su forma trofozoitica (nomenclatura de
protozoo) y se adhieren al neumocito tipo I, a través de
interacciones entre las adesinas polipeptidicas sobre la
superficie del hongo y proteinas de la matriz extracelular, asi
como fibronectina, vintronectina y laminina, éste parece ser
el paso fundamental en la colonizacién (3). Se cree que la
injuria provocada en el tejido es producto de una respuesta
inflamatoria, a través de mediadores como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a). Paralelo a esto ocurre una
hiperplasia ¢ hipertrofia del neumocito tipo II. Se observa un
incremento de la permeabilidad de la membrana alveolo-
capilar, lo que explicaria en parte, el edema intertisial. Este
proceso conduce a un relleno de espacios con masas del
pardsito, macrofagos, células epiteliales alveolares
escamadas y eventualmente, leucocitos polimorfonucleares.
Los materiales encontrados en el pulmén contienen ademas
glicoproteinas, componentes del surfactante,
inmonoglobulinas y otras proteinas del hospedero. Las
células plasmaticas que infiltran los pulmones de los infantes
durante la neumonia por este microorganismo no siempre
estan presentes en la neumonia de los pacientes de SIDA u
otros inmunocomprometidos (3,6)

Se ha visto que la respuesta inmune generada por el
hospedador es del tipo humoral y celular, teniendo una
importancia fundamental las células T CD4* (linfocitos T
helper), lo cual se ha estudiado principalmente en ratones
nude y SCID (3), lo que explicaria también la enfermedad en
pacientes inmunodeprimidos. Todos estos mecanismos
conducen finalmente a una sintomatologia que cursa con:
tos seca no productiva, fiebre de intensidad variable, astenia,
disnea y taquipnea con cianosis. La presion parcial de
oxigeno es baja, mientras que la presién parcial de diéxido
de carbono puede ser normal o baja. Si no son tratados los
pacientes, esto lleva en un 100% de los casos a una muerte
porasfixia (11).

Los mecanismos por los cuales se produce la hipoxia
en el desarrollo en esta enfermedad ain permanecen sin ser
clarificados, estudios tanto en humanos como en modelos
de infeccion en animales sugiere que la anormalidad en la
expresion de los componentes y la actividad biofisica del
surfactante juega un rol en la alteracién fisiologica de la
respiracion asociada a esta infeccién (12), dichas alteraciones
se presentan en etapas tempranas de la infeccion (9).

El surfactante pulmonar ubicado en la superficie
alveolar, es una mezcla activa de fosfolipidos (80%), otros
lipidos (10%) y proteinas (10%) secretadas por los neumocito
tipo II, y cuyas funciones principales son: 1) Reducir la
tension superficial en la interfase liquido-aire, lo que permite
mantener la estabilidad pulmonar a bajos voliimenes del
pulmén (12), y 2) Participar en la defensa del huésped,
evitando la vulnerabilidad del pulmén a la invasién de
microorganismos (13).

Sobre la base de sus estructuras, funcién y solubilidad
en solventes organicos, las proteinas del surfactante han
sido divididas en dos grupos:

1. Las proteinas hidrofébicas SP-B y SP-C, mantienen la
tensioén superficial del alvéolo, participando en el
empaquetamiento de los lipidos, organizacién y en el aumento
de la absorcion de la interfase liquido-aire. La contribucion
fisiolégica en la funcién del pulmén ha sido designada a
través de diversas observaciones, como por ejemplo: la
deficiencia congénita de SP-B (y ausencia conmesurable de
SP-C) resulta de manera uniforme en una falla respiratoria
cronica en infantes humanos (14)

2. Las proteinas hidrofilicas SP-A y SP-D, son importantes
componentes en la inmunidad innata. SP-A y SP-D son
miembros de una familia de lectinas tipo C que incluyen un
numero de moléculas con conocida funcién de defensa del
hospedador. Ambas proteinas pueden influir en la funcién
de los macréfagos y la via de sefializacion especifica de
receptores presentes sobre las células blancos. /n vitro tanto
SP-A como SP-D selectivamente se unen a Pneumocystis
(12). Se ha demostrado que SP-A media el aumento del
clearence de Pneumocystis por los macréfagos (12).

Se ha observado en el surfactante de humanos y
animales modelos de NPC una elevacién en la actividad
fosfolipasa, disminucién en la cantidad de fosfolipidos y
alteracion relativa e las proporciones de los componentes
individuales de los lipidos (fosfotidilglicerol,
dipalmitodilfosfatidilcolina) (12). Sin embargo, los cambios
reportados en la composicién lipidica son insuficientes para
explicar las alteraciones fisioldgicas observada en NPC. Se
ha descrito una selectiva down-regulation de la expresion
de las proteinas SP-B tanto en ratones scid/scid y modelos
de ratones depletados para CD4,asi cémo incrementos en
los niveles de SP-A y SP-D inducido por NPC en tratamientos
con corticoides en ratas (12), pero el rol de los cambio en
estas proteinas en la patogénesis de la disfuncién del
surfactante permanecian desconocidos.

Recientemente se ha ido esclareciendo los cambios
observados en las relaciones proteicas; es asi como Atochina
y cols. demostré en un modelo con tratamiento no esteroidal
que NPC induce un incremento significativo en la tension
superficial minima, paralelo a la selectiva inhibicién de la
expresion de SP-B y SP-C. Ademas report6 que los niveles
alveolares de SP-D eran marcadamente elevados. Estudios
con raton knockout para SP-A y SP-D no muestran
alteraciones en la tension superficial (15).

Al analizar las investigaciones realizadas para aclarar
la neumonia causada por Pneumocystis jiroveci durante una
infeccion secundaria, es posible relacionarla con la infeccién
primaria y predecir un posible mecanismo que explique su
manifestacion clinica o subclinica segun corresponde, pero
principalmente, nos ayudara a recolectar mayor informacién
para relacionar los cambios producidos en el surfactante
con el sindrome de muerte stbita estudiado en el laboratorio
del Dr. Vargas.

De acuerdo a esto, se plantea la siguiente hipétesis de
trabajo y objetivos:



HIPOTESIS:

Lactantes fallecidos durante una infeccién primaria por
Pneumocystis , presentan un disminucién en la expresion de
proteinas del surfactante hidrofébicas (SP-B, SP-C) y un
aumento de la expresién de proteinas del surfactante
hidrofilicas (SP-A, SP-D)

OBJETIVO GENERAL:

Determinar, mediante inmunohistoquimica, las proteinas del
surfactante en muestras de tejido pulmonar de lactantes
fallecidos que cursan una infeccion primaria de Pneumocystis
Jiroveci.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

-Clasificacién de las muestras de tejido pulmonar en: positivo
para Pneumocystis jiroveci y negativos para Pneumocystis
Jjiroveci, mediante PCR anidada.

-Estandarizar un método inmunohistoquimico, para el
analisis semi-cuantitativo para SP-A.

-Utilizando el protocolo estandarizado de
inmunohistoquimica, analizar SP-B.

-Realizar un analisis comparativo de las diferentes proteinas
y su relacién con la infeccion por P, jiroveci

MATERIALESY METODOS

1. Material biolégico

Muestras de tejido de pulmén derecho de lactantes fallecidos
en la comunidad, obtenidos desde el Servicio Médico Legal.
2. Procesamiento de las muestras

Las muestras desde cada l6bulo del pulmon fueron almacenadas
a —20°C. Se realizaron cortes en micrétomo de congelacién de 4mm,
se fijaron con acetona fria en portaobjetos silanizados y se
almacenaron a —20°C en papel de aluminio, para su posterior estudio.
3. Diagnéstico de Pneumocystis jiroveci
a) Extraccién y purificacion de ADN mediante Kit Qiagen (cat-#
51306)
b) La deteccion del P. jiroveci se realiza mediante la reaccién de
polimerasa en cadena (PCR) anidada en termociclador (MJ research,
modelo PTC-150-16), de acuerdo al siguiente protocolo:
1° Amplificacién: se utilizd partidores pAZ102-H y pAZ102-E
(Bioschile), que amplifican el gen de la sub-unidad mayor del rRNA
mitocondrial del Preumocysitis y se prepar6 el mix para cada muestra.
El programa utilizado fue: 40 ciclos de: 94°C por 1:30min; 55°C por
1:30min; 72°C por 2:00min.
2° Amplificacion: se utiliz6 partidores internos pAZ102X y pAZ102Y
(bioschile) especificos para Peumocystis jiroveci. y se prepard el
mix para cada muestra. El programa utilizado fue: 10 ciclos de: 94°C
por 1:30 min, 56°C por 1:30 min, 72°C por 2:00 min, seguido por 30
ciclos de 94°C por 1:30 min, 65°C por 1:30min, 72°C por 2:00min.
Las muestras se amplificaron se almacenaron a -20°C. Se observaron
en gel de agarosa al 2% que contiene Bromuro de etidio en buffer
TAE 0.5X. El gel se corrié a 50 volts por 30 minutos en buffer TAE
0.5X con un marcador de peso molecular de 100pb (Gibco cat#15628-
019)
Soluciones utilizadas:
- Buffer TAE 50X: 40 mM Tris, 20mM Acido acético glacial, ImM
EDTA pH 8.0.
- Mix 1x para PCR (invitrogen: 2.5 ml DNA muestra, 2.5 ml buffer
PCR10X, 3ml MgCl, 25mM, 0.5ml dNTPs 10mM, 0.75 ml de cada
primers 10mM, 0.125 ml Taq polimerasa 500U (gibco ct#18038-
042) y 14.8 ml de agua nanopure.
- Partidores universales para Pneumocystis :
pAZ102-H sens: 5’-GTG TAC GTT GCA AAG TAC TC-
3’pAZ102-E antisens: 5’-GAT GGC TGT TTC CAA GCC CA-3’
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- Partidores internos de P. jiroveci:
PAZ102-X sens: 5°-GTG AAA TAC AAA TCG GAC TAG G-
3’PAZ102-Y antisens: 5’-TCA CTT AAT ATT AAT TGG GGA GC-
3’
4. Inmunohistoquimica

Todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente de
acuerdo al siguiente protocolo:
a) Las muestras procesadas se ambientaron en PBS por Smin. y se
bloqueé la actividad de peroxidasa endégena mediante la adicién de
40ml del reactivo bloqueo peroxidasa (Sta. Cruz cat# G1703) por 10
min. Se lavo con PBS por 2 min 3 veces, eliminando ¢l exceso de
liquido desde los portaobjetos
b) Para bloquear las uniones inespecificas se adicion6é 40 ml de BSA al
2% por 30 min.
¢) La titulacién de los anticuerpos primarios SP-A (cat#sc-7700) y
SP-B (cat#sc-7701) se realizé a las diluciones: 1:20, 1:30 y 1:50 en
BSA al 2%. Se incubé con 40 ml del anticuerpo primario previamente
diluido por 30 min. Se lavo con PBS por 2 min 3 veces, eliminando el
exceso de liquido desde los portaobjetos.
d) Para el bloqueo de biotina endégena se utilizé el kit Dako
cat#01344. Primero se incub6 con 40 ml de Avidina por 10 min. Se
lavo con PBS como se indicé anteriormente. Segundo, se incubd con
40 ml de Biotina por 10 min. Se lavo nuevamente con PBS.
e) Se incubaron las muestras con 40 ml de anticuerpo secundario
biotinilado anti-cabra (cat# sc-2053) por 30 min. Se lavo con PBS
por 2 min 3 veces, eliminando el exceso de liquido desde los
portaobjetos.
f) Como método de deteccién se utilizo el kit estraptavidina-HRPO
(Santa Cruz cat-#SC-2053).
g) Se realizé tincion de contraste con hematoxilina #2 de Gill por 10
min, se realizé lavados con agua desionizada. Luego se pasé por un
bafio con alcohol-4cido, lavando posteriormente con agua desionizada,
se dejé por Smin en solucién de Borato de sodio al 1% y se lavé con
agua desionizada.
h) Inmediatamente se adicioné a cada portaobjeto 1 a 2 gotas de
medio de montaje acuoso (Dako cat#83025), se cubriéo con
cubreobjeto, para su observacién por microscopia de luz (olympus
Bx60)
Soluciones utilizadas: Todos los reactivos son Merck
- Buffer PBS: 1.5mM KH,PO,, 0.15M NaCl, 3 mM de Na:HPO‘
- Solucién alohol-acido: alcohol70%, 12 mM HCI
5. Analisis Inmunohistoquimico

Para el analisis semicuantitativo de la tincién
inmunohistoquimica se establecieron categorias de analisis 2 las que
se le asigné un puntaje determinado (tabla 1). La cuantificacién de la
marca se realizé calculando el promedio de la multiplicacion del
nimero de células positivas en 50 campos 40x por ¢l puntaje asignado
(ver férmula).
Formula de asignaciéon del puntaje:

n® de células (50 campos 40x) x puntaje (1.2 03)
3

Tabla 1: Categorizacion celular semicuantitativa
inmunohistoquimica.

3 Tincién Intensa (naranja-oscuro), cubre
todo el citoplasma celular.

G 2 Tinciéon Media (anaranjado), cubre zonas
del citoplasma, més pericelular

+ 1 Tincién Tenue (anaranjado-plomizo),
cubre zonas del citoplasma, o todo el
citoplasma.

6. Analisis estadistico

Para verificar si existian diferencias significativas en la
expresion de las proteinas del surfactante en los grupos Pjiroveci
positivo y los Pjiroveci negativo, se utilizé el software de estadistica
Systat, aplicando el test de Mann-Whitney que se emplea para el
analisis de variables no pareadas con n< 9. Valores de p<0.05 se

consideraron estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

1.Clasificacién de las muestras mediante diagnéstico de
Pneumocystis jiroveci

La PCR anidada genera dos fragmentos identificables
en el gel de agarosa al 2%: en la 1° amplificacion es de 362 pb
y en la 2° amplificacién es de 267 pb. En la figura 1, se ilustran
algunas muestras observadas. Mediante la PCR se obtuvo
el diagnostico de Pjiroveci en cada muestra estudiada, lo
que permitio clasificar las muestras en: Pjiroveci positivo y
Pjiroveci negativo (tabla 2).

1138-03 LDI Positivo

+ +

1138-03 LDM + + Positivo
1138-03 LDS + + Positivo
1642-03 LDI - < Positivo
1642-03 LDM - o Positivo
1642-03 LDS - - Negativo
1225-03 LDI - - Negativo
1225-03 LDM - - Negativo
1225-03 LDS - - Negativo
1231-03 LDI - - Negativa
1231-03 LDM - - Negativa
1231-03 LDS - - Negativa
1222-03 LDS - + Positiva
658-03 LDI - + Positiva
738-03 LDI - + Positiva
865-03 LDI - - Negativa

Tabla 2: Clasificacion de las muestras segun diagnéstico
de Pjiroveci

2. Inmunohistoquimica

Se estandarizé el protocolo de inmunohistoquimica para
ambas proteinas del surfactante y la titulacién del primer
anticuerpo dio como mejor dilucién 1:30 para SP-A y para
SP-B. Seidentificé una muestra como positiva para Pjiroveci,
la cual fue utilizada como control positivo para SP-A y control
negativo para SP-B, dada su gran intensidad en la
inmohistoquimica y su PCR anidada positiva en ambas
amplificaciones. Como control negativo se utiliz6 cada
muestra sin la incubacién con el primer anticuerpo (figura 2)

3. Analisis Inmunohistoquimico

Las muestras procesadas para inmunohistoquimica,
presentaron diferentes tipos de inmunotincién por célula
marcada con el anticuerpo anti proteina del surfactante (figura
3). Estas diferencias fueron claves para su clasificacion (ver
tabla 1) y fueron observadas tanto para SP-A como para SP-
B (datos no mostrados).

Los resultados del analisis semicuantitativo para SP-B
y SP-A se muestran en la tablas 3 y 4, los cuales se obtuvieron
mediante la férmula de asignacion de puntaje (ver antes).

El andlisis estadistico indicé que la expresién de la
proteina SP-A en las muestras Pjiroveci (+) fue
significativamente mayor a las muestras Pjiroveci (-)
(p<0.0024). La proteina SP-B no presenta una diferencia
significativa entre los dos grupos de muestras (p=0.12966).

o

1131 ;

=
ngﬁ

1231

3

1138 1231 1148 g
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Figura 1: Primera y Segunda PCR para P. jiroveci.

A: Primera PCR con partidores pAZ102-H y pAZ102-E . B: Segunda
PCR con partidores internos pAZ102X y pAZ102Y. L: marcador de
peso molecular de 100pb, (-): control negativo, (+): control positivo,
LDS: 16bulo derecho superior, LDM: 16bulo derecho medio, LDI:
l6bulo derecho inferior. Numeros: codificaciéon de muestras del afio

2003

DISCUSION

Diversos estudios han demostrado que la infeccién
por Pneumocystis provoca una alteracion selectiva en la
composicion del surfactante, y disminuye la razoén
fosfolipido/proteina (12,16).

Las investigaciones en los tiltimos afios se han volcado
al analisis de los cambios en la expresion de las proteinas del
surfactante. Atochina y cols. en el afio 2000, demostraron
una disminucion en la expresion de las proteinas hidrofébicas
Sp-B y SP-C, en infeccion por Pneumocistys en ratones scid/
scdi sin tratamiento esteroidal; este cambio se vio
acompaiiado de un cambio fisiolégico importante en las
propiedades biofisicas del surfactante (aumento de la tension
superficial). Estudios previos realizados para encontrar la
funcion de las proteinas hidrofobicas, apoyan la relacion
entre estas proteinas y cambios en la tension superficial.
(3,12,17).

El aumento en la expresion de las proteinas
hidrofilicas también se ha demostrado (18). Asi en pacientes
con neumonia relacionadas a SIDA se observo un incremento
de la proteina SP-A, incluso mayor que en pacientes que
presentan neumonias no producidas por éste
microorganismo. (16,19).




Figura 2: Muestras controles de Inmunohistoquimica
A: Control positivo (1138-03 LDI). B: Control negativo (1138-03
LDI). Aumento 20X

La proteina SP-D también responde con una elevacion
en su concentracion frente a infecciones por Pneumocistis
Jjiroveci (12,), y recientemente se ha comprobado su funcién
en la agregacion de microorganismos, participando de esta
manera en la eliminacion por parte del hospedero, al poseer
la proteina SP-D un dominio que reconoce la glicoproteina A
de Pneumocistis sp, que potencia la interaccion con
macroéfagos alveolares (16,18,19) .

Si bien todos estos estudios fueron realizados en
modelos que cursaban con una infeccién secundaria, es
posible relacionarlos a una infeccién primaria, ya que los
cambios observados en el surfactante se desarrollan
tempranamente en la infeccion (20).

Basados en las observaciones descritas, nosotros
planteamos que lactantes fallecidos durante una infeccion
primaria por Pneumocystis jiroveci, presentan una
disminucion en la expresion de proteinas del surfactante de
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A

1138-03 LDI + 5 0 4,667
1138-03 LDM 0 3 5 7,000
1138-03 LDS 0 5 1 4,333
1642-03 LDI 6 6 0 6,000
1642-03 LDM 0 0 0 0,000
1222-03 LDS 0 0 0 0,000
X+SE 3,667 £1,223

B

1642-03 LDS 2 2 0 2,000
1225-03 LDI 1 8 3 8,667
1225-03 LDM 1 9 4 10,333
1225-03 LDS 0 26 8 25333
1231-03 LDI 0 - 6 8,667
1231-03 LDM 9 0 0 3,000
X+SE 9,667 3,421

Tabla 3: Resultados de la inmunohistoquimica para SP-B
A: en muestras P. Jiroveci positiva. B: en muestras P. Jiroveci negativa.
X = Promedio SE = Error estandar. P=0.12966

tipo hidrofébicas (SP-B y SP-C) y un aumento de las de tipo
hidrofilicas (SP-A y SP-B).

Para probar nuestra hipétesis lo primero que se realizo
fue la clasificacion de las muestras de tejido pulmonar
mediante PCR anidada. Se estudiaron los pulmones derechos
de 8 pacientes, obteniendo muestras de cada uno de los
l16bulos. En la tabla 2 se pueden observar los resultados de
las dos amplificaciones sucesivas de ADN: se obtuvieron 8
muestras P. jiroveci-negativas y 8 muestras Pjiroveci-
positivas. Solo la muestra 1138-03 present6 un PCR positivo
en las dos amplificaciones, sugiriendo una mayor carga de P
Jjiroveci. La muestra 1642-03 es negativa para Pjiroveci solo
en el 16bulo Derecho Superior (LDS), indicando una infeccién
localizada del patégeno en los otros dos lobulos, ésta
focalizacion de la infeccion ha sido observada anteriormente
en nuestro laboratorio (datos no mostrados). En la fig. 1A se
observa una banda de 367 pb que corresponde a la primera
amplificacion de las muestras 1138-03 y en la fig.1B se
observa una banda de 267 pb que corresponde a la segunda
amplificacién de la misma muestra. Las otras 2 muestras
cargadas en el gel no amplifican para Pneumocystis. La
muestra 1642-03 LDS positiva para P. jiroveci, no presento
banda en la primera amplificacion, ya que la cantidad de
ADN obtenida es menor a la detectada por un gel de agarosa,
pero al amplificar nuevamente esta muestra si observamos
una banda a 267pb (2° amplificacion).

El andlisis de las variaciones de expresioén de las
proteinas del surfactante se realiz6 a través de
inmunohistoquimica. Por lo tanto nuestra segunda etapa en
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el presente estudio fue estandarizar la técnica para las SPs
del tipo hidrofébicas e hidrofilicas. Se probaron dos medios
de bloqueo: el entregado en el kit straptavidina-HRPO y
BSA al 2%, siendo este tltimo el més eficiente en la
disminucion del background de la inmunotincion. Se realizé
la titulacién del anticuerpo primario (1:20, 1:30 y 1:50),
obteniéndose la mejor marca con la dilucién 1:30 en BSA al
2% tanto para SP-A como para SP-B (ver materiales y
métodos). El andlisis de la inmunohistoquimica se llevé a
cabo por una categorizacién de las inmunotinciones (tabla 1
y fig.3) y asignacién de puntaje como fue descrito antes.
Como se puede apreciar en la tabla 3 Ay B, el promedio
de células positivas y su puntaje asignado para SP-B en
muestras Pjiroveci-positivas es menor que para las muestras
Pjiroveci-negativas (3.6667 y 9.667 respectivamente),
encontrando incluso muestras sin marcas para SP-B en el
grupo infectado con Preumocystis y muy pocas células

Figura 3: Clasificacion celular semicuantitativa de
Inmunohistoquimica con anti- SP-A (diluci6n 1:30).

A: Tincién +++ (1138-03 LDS). B: Tincion ++ (1225-03 LDI).
C: Tincién + (1225-03 LDM). Flecha roja: indica célula marcada.
LDS: lébulo derecho superior, LDI: l6bulo derecho inferior, LDM:
l6bulo derecho medio Numeros: codificacion de muestras del afio
2003. Aumento: 40x

Tabla 4: Resultados de la inmunohistoquimica para SP-A
A: en muestras P. Jiroveci positiva. B: en muestras P. Jiroveci
negativa. X = Promedio SE = Error estandar. P< 0.00244

A

1138-03 LDI 2 30 38,667
1138-03 LDM 0 8 10 15,333
1138-03 LDS 0 11 20 27,333
1642-03 LDI 0 3 0 2,000
1642-03 LDM 0 2 0 1,333
1222-03 LDS 0 0 2 9,000
658-03 LDI 40 20 1 27,667
738-03 LDI 50 0 10 26,667
X *SE 18,500 £

4,823

B

1642-03 LDS 0 0 0 0,000
1225-03 LDI 0 6 0 4,000
1225-03 LDM 1 0 0 0,333
1225-03 LDS 0 0 0 0,000
1231-03 LDI 2 0 0 0,667
1231-03 LDM 0 0 0 0,000
1231-03 LDS 0 0 0 0,000
865--03 LDI 0 0 0 0,000
X+SE 0,625+ 0,490

.



categorizadas como 3 cruces en comparacién con el grupo
control no infectado (en promedio 1 célula y 4 células
respectivamente). Al realizar el analisis estadistico de estos
dos grupos no se observé una diferencia significativa
(p=0.1296), sin embargo esto se puede adjudicar a la gran
desviacion estandar entre las muestras de cada grupo en
estudio y al namero limitado de casos estudiados, es por
esto que al observar los resultados se puede ver que hay
una “tendencia” a la disminuci6n de la expresién de SP-B, la
cual s6lo podremos confirmar fehacientemente al aumentar
el nimero de muestras.

En la tabla 4 A y B, se puede observar el puntaje
promedio asignado por las células marcadas (categorias)
para Sp-A. Se puede apreciar claramente un aumento en la
inmunotincién de SP-A en el grupo infectado con
Pneumocystis (puntaje promedio: 18,500 contra 0,625). No
se encontraron células marcadas con categoria tres cruces
en el grupo Pneumocystis-negativas (no infectada). Si bien
las desviaciones entre las muestras de los grupos son
grandes, la diferencia entre los dos grupos fue significativa
(p<0.0024). Asi podemos relacionar la presencia de
Pneumocystis con el aumento en la expresion de SP-A
evidenciada por inmunohistoquimica, corroborando nuestra
hipétesis.

CONCLUSION

En concordancia con trabajos realizados sobre cambios
en la expresion de las proteinas del surfactante (12,14,15,20),
y con la hipétesis experimental por infeccién primaria del
laboratorio, nuestros resultados indican que en presencia
de Pneumocystis se observa un aumento en la expresion de
SP-A y una tendencia a la disminucién de SP-B.

Evidencias indican que el aumento de la expresién de
SP-A puede verse influenciada por la terapia con corticoides
(16, 12, 21) que fue utilizada para modelos de animales
inmunosuprimidos (20). Se ha observado recientemente que
neumonia por P, jiroveci altera la expresioén y distribucién de
las proteinas SP-A y SP-D, especialmente de la proteina SP-
A, la cual no cambia en la fraccion LA (agregados grandes
de surfactante) (12), pero aumenta enormemente en la
fraccién SA (agregados pequefios de surfactante) en el
liquido broncoalveolar (18). Debido a esto es importante
conocer la metodologia en cada estudio para saber si los
cambios o no en la expresién de SP-A son atribuibles a
Pneumocystis. Nuestro estudio no estuvo influenciado por
corticoides y se observo SP-A total (en toda la muestra de
tejido pulmonar).

Estudios realizados sobre la respuesta inmune generada
por el pulmoén, indican que cambios en los componentes del
surfactante, pueden jugar un rol en la patogénesis de algunas
enfermedades respiratorias, planteando que existe un balance
entre las acciones estimuladoras e inhibitorias generadas
por el surfactante sobre las células del sistema inmune. Es
posible evidenciar que las proteinas SP-A y SP-D estan
involucradas en el reconocimiento de los microorganismos,
actuando como opsoninas y estimulando la quimiotaxis y
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fagocitosis, si bien cada una con propiedades particulares
(13). Sin embargo la neumonia por este patégeno es
caracterizada por una severa hipoxemia que a menudo es
desproporcionada con respecto a la intensidad de la
inflamaci6n pulmonar (22).

Todos los estudios realizados ya sea en modelos
experimentales en inmunosuprimidos, pacientes
inmunosuprimidos o conejos que cursan con una infeccién
primaria espontanea por Prneumocystis (12, 20,22) indican
que existe una disminucién de las proteinas hidrofébicas
(SP-By SP-C), si bien nuestro estudio no dio una diferencia
significativa estadisticamente, pudimos observar una
disminucién en la cantidad de células de categoria 3 cruces
disminuida e inclusive casos donde por medio de ésta técnica
de inmunotincién no pudimos observar células marcadas
para SP-B.

Entendiendo la funcién de cada tipo de proteina del
surfactante (ver introduccién) se podria postular que los
dafios producidos en el surfactante, evidenciados como una
aumento de las proteinas hidrofilicas y disminucién de las
de tipo hidrof6bicas, acompafiadas de la disminucion de los
fosfolipidos, podrian producir una desestabilizacion de la
fisiologia pulmonar que produzca la muerte si un lactante
pequefio no es capaz de compensar con un mayor esfuerzo
respiratorio.
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MODULACION SEROTONINERGICA DE LA ACTIVIDAD NEURONAL DEL BULBO OLFATORIO DE LA RATA

GABRIEL GARCIA-HUIDOBRO LLORT’, DRA. MARIADE LALUZAYLWIN OSTALE

RESUMEN

El bulbo olfatorio principal (BO) es la primera estructura de procesamiento de la via olfatoria y recibe importantes proyecciones
centrifugas provenientes del cerebro basal anterior. Dentro de estas proyecciones la via centrifuga serotoninérgica, ori ginada
en los niicleos del rafe, cumple un rol fundamental en la modulacién de procesos de aprendizaje y de discriminacién olfatoria.
En este estudio, caracterizamos la respuesta de neuronas Mitrales/Penacho (M/P) a la superfusién de serotonina (5-HT)
100mM usando la técnica de patch clamp en rebanadas de BO de ratas. La frecuencia de descarga neuronal (FDN) fue
determinada en condiciones basales y en presencia de 5-HT en registros extracelulares e intracelulares. Nuestros resultados
muestran la presencia de dos poblaciones neuronales distintas que respondieron en forma opuesta al neurotransmisor. En
los registros extracelulares, 11 células de un total de 23 aumentaron en forma estadisticamente significativa la FDN respecto
del nivel basal (p=0,0013; prueba t) y las restantes 12 células disminuyeron su FDN (p=0,00005). En los registros intracelulares
encontramos un efecto similar donde 16 de 29 células aumentaron su FDN (p=0,0005), mientras que las 13 restantes mostraron
una disminucién de ésta (p=0,0002). Estos resultados sugieren que 5-HT podria activar diferencialmente receptores de tipo
excitatorios o inhibitorios expresados en distintas poblaciones de células M/P con el consecuente efecto excitatorio o
inhibitorio en estas células. Como explicacién alternativa, debemos considerar la activacién de receptores serotoninérgicos
expresados en interneuronas del BO que modulan en ultima instancia una inhibicién sobre las neuronas M/P.
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Palabras Claves: bulbo olfatorio, serotonina, neuronas M/P

INTRODUCCION

La funcién olfatoria cumple un rol fundamental en la
gran mayoria de los organismos vivos. En vertebrados
superiores el olfato es empleado en conductas de
apareamiento, busqueda de alimento, marcaje de territorio,
identificacion de individuos, etc. (1), asi como en respuestas
conductuales mas complejas, como lo es el aprendizaje (2).

En la actualidad, la mayoria de los estudios publicados
acerca de la funcién, conectividad neuronal y procesamiento
de las sefiales olfatorias han considerado casi exclusivamente
la transferencia unidireccional de la actividad sensorial, sin
embargo, existen etapas intermedias de procesamiento de
estas sefiales. De hecho, en el bulbo olfatorio (BO),
(considerado la primera estacion de relevo de la informacion
olfatoria), existe una compleja red de interneuronas que
reciben importantes proyecciones de vias “descendentes”
o centrifugas provenientes de diferentes regiones del
Sistema Nervioso Central (SNC). Estas son: la via
serotoninérgica, proveniente de los micleos del rafe; la via
noradrenérgica, proveniente del locus coeruleus y una via
colinérgica, proveniente del cerebro basal anterior (3). Se ha
postulado que estas vias centrifugas funcionarian como un
“interruptor” del paso de las sefiales olfatorias a los centros
olfatorios superiores (4). La evidencia experimental sugiere

que las vias centrifugas participarian activamente en los
procesos de discriminacién olfatoria, aprendizaje y
plasticidad de las respuestas a odorantes. No obstante la
relevancia que tienen estas vias en la percepcion que se
genera a nivel del SNC, los mecanismos que subyacen a su
accién son, en su mayoria, desconocidos (2, 3).

Con respecto a la via serotoninérgica, estudios
conductuales han demostrado una clara evidencia de su
relevancia en la modulacion de sefiales olfatorias,
especificamente aquellas relacionadas con el aprendizaje y
la discriminacion olfatoria (2, 6, 7). Pese a esto, existe poca
informacién sobre algunos aspectos funcionales y
modulatorios de esta via, siendo la menos estudiada de las
tres.

Para determinar la accién de la serotonina (5-HT) en
los distintos tipos celulares del BO de la rata, se requiere de
la caracterizacién de los efectos serotoninérgicos tanto a
nivel de la excitabilidad neuronal, como a nivel de la
transmisién sinaptica entre las neuronas del BO.

Este estudio pretende determinar los principales efectos
de la 5-HT sobre una poblacion celular del BO de ratas, y
postular un mecanismo de accién que explique como este
neurotransmisor modularia la respuesta olfatoria a través de

! Estudiante 4° afio Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
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la alteracién de la excitabilidad neuronal de dichas células,
todo dentro de un contexto de circuito neuronal
interconectado, que constituye el BO.

Para tales efectos estudiamos, mediante la técnica Patch
Clamp en rebanadas de BO de rata, la frecuencia de
potenciales de accion o frecuencia de descarga neuronal
(FDN) en ausencia y presencia de 5-HT mediante dos
modalidades de registro, un modo extracelular y otro modo
intracelular.

Los estudios planteados en este proyecto y sus
resultados buscan contribuir, en particular, a entender
algunos de los mecanismos de accién modulatoria que tendria
la via centrifuga serotoninérgica en la dindmica de la actividad
neuronal del BO de la rata, para asi comprender mas
profundamente los cambios que ocurren a este nivel de
procesamiento de la sefial olfatoria. Esto contribuiria a
entender de mejor manera la generacion de los fenomenos
perceptuales, de codificacion, discriminacion y aprendizaje
m@ﬁgs iniciadas por estimulacion olfatoria.

Proponemos que 5-HT tiene efectos opuestos de tipo
excitatorio y/o inhibitorio sobre las neuronas mitrales y en
penacho (M/P) del BO, dependiendo de los tipos de
receptores que alli se encuentren y de la predominancia de
determinadas poblaciones de estos en las células del BO.

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar los efectos de la 5-HT sobre la actividad de
las neuronas del BO in situ, que tienen relevancia en la
modulacién y el procesamiento de las sefiales olfatorias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar la respuesta (FDN) de las neuronas mitrales
y en penacho presentes en el BO durante la perfusion de 5-
HT, en experimentos de registro de actividad extracelular, en
la modalidad de fijacién de voltaje (V-Clamp) y en
experimentos de registro intracelular, en modalidad de fijacién
de corriente (I-Clamp).

MATERIALES YMETODOS

La metodologia que se utilizé para examinar los efectos de la
via centrifuga serotoninérgica en la actividad electrofisiolégica de las
neuronas del BO, fue la técnica de patch clamp en rebanadas de BO de
rata, asociada a un sistema de visualizacién de tejido, consistente en
una combinacién de luz infrarroja y videomicroscopia de contraste
diferencial de interferencia u o6ptica Nomarski (Differential

Interference Contrast, DIC-Nomarski).

ANIMALES

En todos los experimentos se utilizaron ratas juveniles, Sprague-
Dawley, machos, de entre 3 a 5 semanas de edad, obtenidas del bioterio
de la Pontificia Universidad Catélica de Chile.

EQUIPOS y MONTAJE

-Montaje: Se utilizé un Microscopio Nikon modelo eclipse E 600 de
platina fija, no invertido, dotado de un objetivo de alta amplificacién
(40X de inmersién en agua) y optica Nomarski. Se utilizé un
Micromanipulador que permitié movimientos verticales y horizontales

en rangos de unos pocos micrémetros. La rebanada se fijé en una
camara de registro continuamente perfundida con liquido cerebro espinal
artificial (LCEA) oxigenado a un flujo de 2 — 3 ml/minuto.

-Equipos de Amplificacion: Se utilizé un Preamplificador (Axon

Instrument) con una ganancia de X 1/100. Conectado directamente al
electrodo. Un Amplificador (Axopatch 1 D de Axon Instrument) con
ganancia de 0.5 a 100 X. Cédmara de Video DAGE-DMI.
-Dispositivos de registro: Osciloscopio, PC compatible con tarjeta
analogo-digital, Software pClamp5 y pClamp6. (Axon Instruments).
-Sistema de perfusién : La 5-HT y las soluciones fueron aplicadas a las
rebanadas por un sistema de perfusion por gravedad, consistente en
tubos graduados, bajadas de suero y llaves de tres pasos que confluian a
la camara de registro.
-Electrodos : Micropipetas de vidrio borosilicato; Puller o estirador
de micropipetas (Sutter instrument) generando electrodos de
aproximadamente 1 mm de didmetro en la punta y con resistencias
del orden de entre los 3 a 10 MW.

SOLUCIONES

-Solucién Extracelular: Se utilizé fluido cerebro espinal artificial
(FCEA). La composicién de éste fluido fue (en mM): 125 NaCl, 3 KCl,
2 CaCl2, 2 MgCI2, 1,25 NaH2PO4, 26 NaHCO3 y 10 Glucosa (8).
Para ajustar el pH entre 7 — 7,5, se mantuvo la solucién en burbujeo
continuo con una mezcla de O, y CO,, a concentraciones de 95% y
5% respectivamente.

-Solucién Intracelular: Esta solucién contiene un buffer de pH (10
mM HEPES, ajustado a pH 7,4), un buffer de Calcio (1.1 mM EGTA),
Mg-ATP para mantener las ATPasas activas (3mM), y Na-GTP para
procesos que involucren proteinas G (0.3 mM). Para el modo de fijacién
de corriente (I-clamp): se utilizé una solucion intracelular de KCI que
contiene, ademas de los buffers nombrados, los siguientes componentes
(en mM): 140 KCl, 5 NaCl, 1 MgCI2, y 0.1 CaCl2.

REBANADAS DE BO DE RATA

Para su obtencion, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion
mediante el uso de guillotina. Inmediatamente después se realizé la
craneotomia, se quitaron las meninges y se elimind el encéfalo con el
fin de exponer los bulbos olfatorios en el piso de la fosa craneal
anterior.

Luego, ambos BO fueron extirpados cuidadosamente y
sumergidos en una placa petri con FCEA, la cual fue oxigenada
mediante un tubo que contenia una mezcla de O, y CO, en la
proporcion ya descrita. Cada BO fue adherido a un bloque de agarosa
2%, con el fin de situarlo en una cdmara de corte, en un vibratomo, y
determinar su plano de seccion. Las rebanadas fueron de
aproximadamente 300 mm de espesor. Finalmente, las rebanadas asi
obtenidas se incubaron por 45 — 60 minutos a 35°C, para su
recuperacion, previa a la experimentacion.

DISENO EXPERIMENTAL

Los registros de la actividad eléctrica se realizaron en dos
configuraciones; 1) configuracion de registro extracelular (cell-
attached) en fijacién de voltaje (V-clamp) y; 2) configuracién de
registro intracelular (whole-cell) en fijacion de corriente (I-clamp).

En ambas configuraciones se registr6 la frecuencia de descarga
neuronal (FDN) en: 1)Condicién basal de la neurona en un periodo de
tiempo fijo para todos los experimentos de 40 segundos; 2) durante la
aplicacién de 5-HT (40 seg.) y; 3) en la recuperacién o lavado con
FCEA (40 seg.).

Se midié la modificacién de la FDN, medida en Hz,
comparandola con la actividad basal como control. La recuperacion
o lavado se tomé como un criterio de validacién del experimento.

Tanto las células mitrales como las neuronas en penacho fueron
identificadas sobre la base de su morfologia y ubicacion en las distintas
capas existentes en el BO (1) (Figura 1).

ANALISIS DE DATOS
Los datos obtenidos se analizaron usando el software pClampé.
El conteo de las espigas se realiz6 a través de la exportacion de los



datos a un archivo de texto para después someterlo a un programa de
conteo de espigas descrito en Visual Basic de aplicaciones (VBA) en
plataforma excel.

Se obtuvieron promedios de frecuencia de descargas en cada
caso, los que fueron comparados frente a la actividad basal de la
misma neurona que se registré en ese momento.

Para el anilisis comparativo de los valores promedio de las
FDN en las diferentes condiciones experimentales, se utilizé la prueba
t de student de una cola para variables asociadas, otorgando un nivel
de confianza de 95% y considerando como alta significacion estadistica
una p<0,001.

Figura 1. Estructura del BO.

A: Esquema que ilustra las capas del BO y sus principales
tipos neuronales. B: Fotografia de microscopia de
contraste diferencial de interferencia (DIC-Nomarski) con
iluminacién infrarroja de una rebanada de BO de
aproximadamente 300 mm de grosor, en la que se indican
las capas del BO: CNO: capa del nervio olfatorio; CG:
capa glomerular; CPE: capa plexiforme externa; CM: capa
mitral

RESULTADOS

CARACTERIZACION CELULAR
NUMERO y UBICACION

Durante el curso de este estudio los registros, tanto
extracelulares como intracelulares, se llevaron a cabo en un
total de 272 células del tipo mitral o penacho (M/P),
identificadas en base a su morfologia y ubicacion (1, 3, 9).
De las 272 células sélo 52 registros fueron exitosos, lo que
representa una tasa de éxito cercana al 19%.

Los criterios de éxito fueron los siguientes:-
- Obtencion de sellos con una resistencia igual o mayor aun
GigaOhm (GOhm).
- Estabilidad del registro durante todo el experimento.
- Recuperacion de la actividad basal de las neuronas tras la
superfusion con FCEA.

Las neuronas registradas, se localizaron principalmente
en la Capa Mitral (CM) y Capa Plexiforme Externa (CPE).
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FORMA Y TAMANO

Se observo una diversidad morfoldgica caracterizada
por el predominio de células con aspecto piriforme. Los
porcentajes obtenidos son: Piriformes (57%); Piramidales
(10%); Redondas (10%) y sin forma definida (23%).

El diametro promedio del soma neuronal fue de 20,75
mm = 4,79 (promedio + desviacion estandar). El rango de
tamario de las neuronas registradas vario entre los 8,75 a los
30,62 mmde largo (20,75 +4,79 mm) y los 8,75 alos 13,12 mm
de ancho (13,69 + 4,34 mm).

ACTIVIDAD BASAL ESPONTANEA

La frecuencia de descarga basal medida en Hz (espigas
por segundo) varié desde los 0 Hz hasta los 5,025 Hz (n=52)
Mientras que las restantes 11 neuronas (registros
extracelulares), incrementaron su FDN promedio desde 1,85
+ 1,33 Hz (rango de 0 a 4,675 Hz) en condicion basal, hasta
8,89+6,49 Hz (rango de 2,1 a 22,75 Hz) en presencia de 5-HT.

Ambos efectos sobre la FDN promedio son
estadisticamente significativos por la prueba ¢ de student
para variables asociadas (p<0,001, Figura 2).

DISMINUCION DE LA FDN EN UN GRUPO DE NEURONAS
M/P EN PRESENCIA DE 5-HT

Un total de 28 neuronas disminuyeron su FDN tras la
aplicacion de 5-HT, correspondientes al 53,85% del total de
células exitosamente registradas. De estas, obtuvimos 16
células en experimentos intracelulares y 12 células en
experimentos extracelulares.

En los registros intracelulares las frecuencias promedio
variaron de 1,6 + 1,37 Hz (rango de 0,05 a 5,025 Hz) en
condicion basal, hasta 0,3 + 0,7 Hz (rango de 0 a 2,37 Hz) en
presencia de 5-HT. Mientras que en los registros
extracelulares estas frecuencias promedio disminuyeron
desde 2,08 + 1,24 Hz (rango de 0,6 a 4,68 Hz) en condicién
basal, hasta 0,96 + 0,8 Hz (rango de 0,2 a 2,45 Hz) en presencia
de 5-HT. Ambas disminuciones en la FDN promedio arrojaron
una alta significancia estadistica por prueba ¢ de student
para variables asociadas (p<0,001, Figura 3).

DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue establecer la accién de la
5-HT, el neurotransmisor de la via centrifuga serotoninérgica
sobre la excitabilidad de las neuronas M/P del BO de la rata.

Mediante el registro electrofisiologico de las acciones
de la 5-HT en una preparacién in vitro, como son las
rebanadas de BO de rata, pudimos determinar las acciones
de este neurotransmisor en la FDN de éstas células.

Los registros considerados para el analisis estadistico
corresponden sélo a aquellos que cumplieron con los
criterios de “registros exitosos” consistentes en una
resistencia del sello igual o mayor a 1 GigaOhm, sellos
estables durante el registro y recuperacion de la actividad
basal tras el lavado con FCEA. Hay que considerar que de
los 272 registros totales realizados s6lo 52 cumplieron con
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Figura 2. Aumento de la FDN en un Grupo de Neuronas
M/P en presencia de 5-HT.
-
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A, modalidad de registro intracelular; y B, extracelular. En la
abscisa se muestran las tres condiciones experimentales:
BASAL; 5-HT 100mM; y FCEA. En la ordenada se muestra
la FDN promedio en espigas/segundo (Hz). Los valores se
presentan como promedios y la barra corresponde al error
estandar. * p<0,001.

Figura 3. Disminuci6n de la FDN en un Grupo de Neuronas
M/P en presencia de 5-HT.
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A, modalidad de registro intracelular; y B, extracelular. En la
abscisa se muestran las tres condiciones experimentales:
BASAL; 5-HT 100mM; y FCEA. En la ordenada se muestra
la FDN promedio en espigas/segundo (Hz). Los valores se
presentan como promedios y la barra corresponde al error
estandar. * p<0,001.

estas condiciones, arrojando una tasa de éxito cercana
al 19%, todo el resto corresponde a experimentos en donde
las neuronas no poseian un potencial de membrana (Vm)
estable o por artefactos mecanicos o al intentar registrar
intracelularmente se perdia el sello entre el electrodo y la
membrana. Esta tasa de rendimiento no incluye los intentos
fallidos por lograr inicialmente un sello, aumentando en
mayor medida la tasa de “fracasos”, lo que sugiere que esta
es una técnica muy versatil y sofisticada, pero de bajo
rendimiento.

Con esta técnica demostramos la presencia de dos
poblaciones distintas de neuronas M/P en del BO de la rata,
que responden en forma opuesta frente a la superfusién de
5-HT. En un grupo de células M/P se observa un incremento
en la frecuencia de descarga de potenciales de accién y en
otro un decremento de la misma. Este efecto opuesto podria
ser explicado por dos posibles mecanismos de accién de la
5-HT sobre el BO: una acci6n directa de 5-HT mediada por la
activacién de receptores serotoninérgicos de distinta
naturaleza (excitatorios o inhibitorios) presentes en la
membrana de las neuronas M/P, y/o una accién indirecta de
5-HT sobre receptores serotoninérgicos presentes en la
membrana de interneuronas del BO, las que producen una
accion inhibitoria sobre las neuronas de proyeccién M/P del
BO.

Todo esto es consistente con la distribucién de las
fibras serotoninérgicas en el BO, el tipo, ubicacién y
fisiologia de receptores serotoninérgicos y con la
organizacion morfofuncional del circuito neuronal del BO.
(1,3,10,11,12,13, 14, 15, 16).

LOCALIZACION, FORMA Y TAMANO DE NEURONAS
M/P

Tanto la localizacion como las caracteristicas
morfoldgicas utilizadas para identificar las células M/P, fueron
consistentes con clasificaciones morfoldgicas previas (1, 3,
9). Las células mitrales tienen sus cuerpos celulares ubicados
principalmente en la CM, existiendo también algunos en la
CPE, denomindndose células mitrales desplazadas. Las
células en penacho, en cambio, se ubican solamente en la
CPE (1). Las células registradas en este estudio fueron
principalmente mitrales, ya que preferentemente se registraron
neuronas ubicadas en la CM, pero en algunos casos también
se registraron células de la CPE, correspondientes a células
mitrales desplazadas o en penacho. La metodologia utilizada
en este estudio no permiti6 distinguir entre células mitrales
o en penacho, por lo tanto, ambas fueron consideradas como
una sola poblacion de células M/P.

En cuanto a la forma de estas neuronas, la mayoria de
los estudios morfoldgicos en tejidos tefiidos las definen
como células con forma piramidal (1, 9). En este trabajo
encontramos un 10% de neuronas con una forma
notoriamente piramidal y un 57% de las células con una
morfologia piriforme, que claramente corresponden al tipo
de células mitrales o en penacho. Esta diferencia puede
deberse a que la descripcién morfologica fue hecha con
preparaciones de tejido fijado y no de tejido vivo.



Respecto al tamafio del soma neuronal, encontramos
que el diametro promedio de las neuronas M/P fue de 20.75
+4,79 mm, similar al de estudios previos realizados en cortes
de tejido fijado, en que las células mitrales de mamiferos
presentaron un cuerpo neuronal de entre 15-30 mm de
diametro y las células en penacho un soma de entre 15-20
mm de diametro (1). Por lo tanto, concluimos que los factores
morfoldgicos de forma, tamafio y localizacién de las células
registradas en este estudio se corresponden a las de las
células M/P del BO de rata.

ANALISIS DEL EFECTO DE 5-HT SOBRE LAACTIVIDAD
ESPONTANEA

Al analizar la poblacién de células que si mostraron
una modificacion de la FDN esponténea en presencia de 5-
HT, observamos que aquellas que aumentaron su actividad
representan un 46% del total de células registradas y aquellas
que la disminuyeron un 54%. Lo que sugiere que hay un
porcentaje relativamente equivalente de neuronas que son
excitadas o inhibidas por la accion de este neurotransmisor.
Al examinar la magnitud de la modificacién en la descarga
espontanea de cada poblacion no se observan variaciones
en la magnitud del aumento o disminucién de la FDN tras la
aplicacion de la droga en las células que presentaron distinto
nivel de actividad espontanea, no existiendo relacion evidente
entre una alta o baja FDN basal y el grado de modificacion
de la FDN; ambos grupos mostraron un comportamiento
independiente de excitacion o inhibicién frente a la aplicacion
de 5-HT. Sin embargo, algunas células mostraron un efecto
de 5-HT marcado, mientras que otras variaron su frecuencia
de descarga en forma mas leve. No obstante, estos valores
no resultaron ser estadisticamente significativos (p=0,0378;
prueba t, n=24).

De la misma manera, la disminucién en la FDN promedio
tras la aplicacion de 5-HT fue de 3,65 = 1,5 veces el valor
basal. Se aprecia nuevamente una disminucién mas marcada
de la frecuencia de disparos en los registros intracelulares
(5,15 veces el valor de la basal) que en aquellos extracelulares
(2,15 veces el valor de la basal), pero ahora de manera
estadisticamente significativa (p=0,0003; prueba t, n=29). Esta
diferencia probablemente se deba a un efecto producido por
el tipo de registro intracelular, en donde se lavan y pierden
factores citosélicos claves como segundos mensajeros
posiblemente involucrados en la transduccién de sefiales
gatilladas por 5-HT, a diferencia de los experimentos
extracelulares en que el medio intracelular permanece intacto.

ELEFECTO DE 5-HT ES COMPLETAMENTE REVERSIBLE

En las células que sufrieron una modificacién de su
FDN espontanea posterior a la aplicacién de 5-HT se observo
una recuperacién de la misma después de un periodo de
superfusion con FCEA de aproximadamente 2,5 a 5 minutos.
Los valores promedio de las FDN basal versus aquellos de
lavado con FCEA de los distintos grupos neuronales no
mostraron diferencias estadisticamente significativas a la
prueba t de Student (p=0,261, n=52). Solo en un experimento
extracelular y en uno intracelular no se logré la recuperacion
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total de la célula dentro de ese tiempo, excluyéndose del
estudio. Estos resultados permiten concluir que el efecto de
5-HT es totalmente reversible.

POSIBLES EXPLICACIONES DE LOS EFECTOS OPUESTOS
DE 5-HT SOBRE LA EXCITABILIDAD DE LAS CELULAS
M/P.

Nuestros resultados nos permiten deducir la presencia
de dos tipos neuronales de distribucion y morfologia similar,
que responden en forma opuesta a la aplicacion de 5-HT.
Estos resultados pueden deberse a una accion directa de 5-
HT mediada por la activacion de receptores serotoninérgicos
excitatorios o inhibitorios presentes en las neuronas M/P y/
0 a una accion indirecta de 5-HT sobre receptores
serotoninérgicos presentes en interneuronas (IN)
periglomerulares o granulares del BO, las que a su vez,
producen una accion inhibitoria sobre la FDN de las neuronas
de proyeccion M/P del BO. De esta manera, la 5-HT generaria
ultimamente una inhibicién en estas neuronas o bien una
inhibicion de esta inhibicion y por lo tanto una excitacion
final.

La preponderancia de estos efectos directos o
indirectos dependera de la predominancia diferencial de
receptores de 5-HT en una u otra poblacién celular.

La evidencia previa de la activacion de receptores de
5-HT en células del BO es practicamente nula, el inico estudio
disponible de la accion de 5-HT consistié en un experimento
realizado en ratas anestesiadas, en donde se inyecté mediante
iontoforesis 5-HT en el BO, demostrandose una accion
inhibitoria sobre la descarga espontanea de las células
mitrales (17).

En el BO se han descrito 4 tipos de receptores
serotoninérgicos diferentes: 5-HT1A (11), 5-HT2A/2C (12) y
5-HT3 (13) distribuidos preferentemente en la CG y CGr. Sin
embargo, las consecuencias de su activacién en el BO no
han sido determinadas. Estudios electrofisiolégicos y
bioquimicos en otras regiones del encéfalo han caracterizado
la respuesta neuronal de la activacion diferencial de estos
receptores (10, 18, 19). Asi, la consecuencia de esta activacion
seria excitatoria (5-HT3), inhibitoria (5-HT1A) o ambas (5-
HT2A/2C), dependiendo de la ruta de transduccién acoplada
aellos.

Por otra parte, observaciones experimentales muestran
que las fibras centrifugas serotoninérgicas tienen una
importante distribucion terminal en IN inhibitorias en diversas
regiones encefélicas de la rata, como la corteza cerebral (20),
la corteza visual (21), el tdlamo (18), la amigdala basolateral
(22) y el niucleo del rafe dorsal (23). En el BO la via
serotoninérgica se distribuye preferentemente en la Capa
Glomerular (CG) y secundariamente en la capa Granular (CGr)
y capa plexiforme interna (CPI) (3). Por lo tanto, es probable
que sus receptores también se encuentren primariamente en
IN periglomerulares y secundariamente en IN granulares, lo
cual sugiere una accion de 5-HT fundamentalmente indirecta
a nivel de las neuronas M/P del BO. Incluso si no existieran
receptores serotoninérgicos en células mitrales el efecto
observado en este estudio podria estar explicado solo a
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través de IN, debido al tipo de conectividad reciproca dendro-
dendritica que presenta el BO (15, 16, 24, 1). De hecho,
gracias a este tipo de circuito neuronal, se ha observado que
también se producen respuestas complejas en las células M/
P, tras la estimulacion por odorantes en las neuronas
receptoras olfatorias (NRO; 25, 26). De esta manera, las
neuronas M/P bajo ciertas circunstancias, responden ya sea
con una inhibicién seguida por una excitacion, o bien, con
una excitacion seguida de un periodo de inhibicién (27). Este
circuito bulbar interconectado permite que en todo el BO la
respuesta también consista en una secuencia excitatoria e
inhibitoria con frecuencia similar a la de las neuronas M/P.
En definitiva, este tipo de conectividad neuronal, sumado a
los distintos tipos de receptores serotoninérgicos descritos
en el BO, podrian explicar los resultados opuestos que hemos
encontrado en neuronas M/P frente a la aplicacién de 5-HT.

Una explicacién alternativa de los efectos opuestos de
la 5-HT en las neuronas de proyeccioén, aunque menos
probable, podria atribuirse al efecto de la técnica de corte
utilizada en este estudio, ya que podria generar alteracion de
la conectividad neuronal de las células M/P en forma
diferencial. El hecho de que cada célula mitral se proyecte a
un glomérulo (28, 29) determina que es probable que en el
corte este glomérulo se pueda eliminar sindpticamente de la
neurona M/P y asi esta perder una importante zona de
modulacién como es la CG, donde se distribuye principalmente
la via serotoninérgica y donde existe una gran inhibicién de
las interneuronas periglomerulares sobre las células M/P,
generando un desbalance entre excitacion e inhibicién en un
grupo de células de proyeccion.

Por otra parte el efecto miltiple y opuesto de serotonina
no es exclusivo del BO, estudios realizados en otras zonas
del SNC han descrito un efecto similar de 5-HT en diversos
tipos neuronales, es asi como Andrade (1987) (30) reporté la
accion de 5-HT en células piramidales de la region CA1 del
hipocampo de ratas in vitro mediante el uso de 5-HT,
agonistas y antagonistas especificos y caracterizo las
respuestas evocadas como bifasicas, consistentes en una
hiperpolarizacién, mediada por receptores 5-HT 1A, seguida
de una despolarizacién de larga duracién atribuida a una
disminucion de la conductancia al K+, no determinando si es
mediada por otro o el mismo receptor.

En la corteza cerebral de ratas se han encontrado
diversas acciones de 5-HT en neuronas piramidales e
interneuronas. Un estudio de Zhou y Hablitz (1999) determind,
mediante el uso de la técnica de patch clamp, que pulsos
cortos de 5-HT inducen inhibicién de estas neuronas,
mediante la activacidn de receptores 5-HT2A, mientras que
pulsos prolongados resultan en excitacion de las mismas. En
nuestros experimentos todos los pulsos pueden considerarse
similares.

En un estudio méas reciente, Liu y col. (2000)
caracterizaron las corrientes sindpticas inducidas por 5-HT
en células del nicleo del rafe dorsal (origen de la via centrifuga
serotoninérgica), determinando un aumento dosis
dependiente de la frecuencia de corrientes postsinapticas
inhibitorias, las cuales son bloqueadas por antagonistas de

receptores GABAA (bicuculina 10 mM) y por bloqueadores
de canales de Na*, sugiriendo que 5-HT podria haber
incrementado la actividad de interneuronas GABAérgicas.
Mediante el uso de agonistas y antagonistas especificos
determinaron que estos efectos serotoninérgicos eran
mediados via receptores 5-HT2A y en menor grado 5-HT2C.

Estos posibles mecanismos de accién directa o
indirecta de la 5-HT no se han estudiado atin para el BO y es
probable que siga un patrén similar a lo que ocurre en otras
regiones del SNC. Una forma de determinar los posibles
mecanismos de los resultados obtenidos en este estudio es
la caracterizacion de los receptores de 5-HT en las distintas
células del BO y la consecuencia electrofisiologica de su
activacion, para esto, los futuros experimentos deberian
considerar, primero, el aislamiento sinaptico de las neuronas
M/P del BO mediante el empleo de bloqueadores de
receptores de los neutransmisores GABA y Glutamato vy,
segundo, el uso de agonistas y antagonistas especificos de
los diferentes tipos de receptores de 5-HT, para asi poder
identificar los receptores que median las respuestas
caracterizadas en este trabajo.

CONCLUSIONES

Sobre la base de las evidencias expuestas en este
trabajo, concluimos que las consecuencias de la activacion
de receptores serotoninérgicos en el BO, determinadas a
través de la técnica patch clamp en rebanadas de BO de
rata, contemplan efectos opuestos (tanto excitatorios como
inhibitorios) en dos poblaciones distintas de neuronas de
proyecciéon M/P. Una poblacién de células aumenta su
frecuencia de descarga de potenciales de accion y otra
poblacion celular disminuye dicha frecuencia en presencia
de 5-HT.

Consideramos que los resultados presentados en este
trabajo son un aporte importante en la comprension de los
efectos fisiolégicos que tendria la via serotoninérgica en las
neuronas de proyeccion del BO, en el contexto de circuito
neuronal real, contribuyendo a la determinacién de los
posibles efectos modulatorios de esta via en la actividad
neuronal del BO de la rata. Asi mismo, nuestros resultados
nos permiten postular los posibles mecanismos que dan
origen a los distintos comportamientos de las neuronas M/
P frente a 5-HT. Estos mecanismos propuestos apuntan a
efectos directos a través de la activacion de distintos
receptores serotoninérgicos en las neuronas M/P del BO y/
o a efectos indirectos, a través de la activacion de receptores
de 5-HT en interneuronas inhibitorias sobre las neuronas de
proyeccion M/P.

Futuros experimentos deberan estar orientados a
dilucidar estos mecanismos de accién de 5-HT sobre las
neuronas de proyeccion del BO y asi poder determinar cuales
son los cambios que ocurren en este nivel de procesamiento
de la sefial olfatoria y definir concretamente una posible
modulacién centrifuga serotoninérgica, determinante en el
proceso de percepcion olfatoria.
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EXPRESION DE RECEPTORES ESFEROIDALES Y COACTIVADORES EN ENDOMETRIOS OBTENIDOS DE
PACIENTES CON SD. DE OVARIO POLIQUISTICO. POTENCIALES CONSECUENCIAS EN ELDESARROLLO DE
HIPERPLASIA ENDOMETRIAL

NATALIAITURAINM 1,NATALIASILVAA1, DRA. MARGARITA VEGA2, DR. FERNANDO GABLER2, ALEJANDRA
VILLAVICENCIO2.

RESUMEN

Las mujeres que padecen SOP presentan alto riesgo de desarrollar hiperplasia endometrial. Esto puede evidenciarse a través
de factores de transcripcién como los receptores esteroidales, RA y RE4 , cuyas acciones estan influenciadas por co-
reguladores. Lo anterior conduce a un control diferente de la expresion génica, regulando el crecimiento y la diferenciacién
endometrial. Objetivo: Evaluar en endometrios de mujeres SOP si la expresion de RA, RE4 y el co-activador AIB1 se relaciona
con el desarrollo de hiperplasia endometrial. Metodologia: Se determiné la expresion génica (RT-PCR) de RAy RE4, y la
expresion proteica (IHQ) de RA, RE4 y AIB1, en endometrios obtenidos de mujeres normales durante la Fase Proliferativa
(FP) (EN, n = 6), endometrios de pacientes SOP (ESOP, n = 6), endometrios de mujeres SOP con hiperplasia endometrial
(ESOPH, n = 6), y endometrios no SOP con hiperplasia (EH, n = 6); previo consentimiento escrito y aprobado por el Comité
de Etica-HCSBA. Resultados: La expresion génica y proteica del RE4 no difiere entre los grupos estudiados; sin embargo, su
expresion proteica es mayor en la fraccién nuclear que en la citoplasmatica de todos los grupos (P< 0.05). Ademas se observa
una mayor expresion de AIB1 en nicleo de células epiteliales y estromales ESOP (60,4%) y EH (43%), al comparar con EN (P<
0.05). Por otro lado, la expresion génica del RA aumenta 2,2 veces en ESOPH vs EN, siendo también mayor su expresion en
ESOPH vs ESOP (P<0.05). Sin embargo, la expresion proteica de RA no se modifica. Conclusién: El incremento en la expresion
de AIB1 en ESOP puede dar al endometrio mayor sensibilidad a la accién estrogénica, lo que podria conducir al desarrollo de

hiperplasia endometrial en pacientes SOP.

FONDECYT 1010821, RE-ENTRY GRANT PLACIRH: PRE-070/2003

Palabras Claves: sindrome de ovario poliquistico, receptores esteroidales, endometriosis.

INTRODUCCION

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP), es uno de
los desérdenes endocrino-reproductivos mds comunes en
las mujeres en edad fértil (1), afectando entre el 5 al 10 % de
este grupo de mujeres. Se caracteriza por cuatro disfunciones
globales: 1) hiperandrogenismo, 2) irregularidades
menstruales (amenorrea, oligomenorrea), 3) hiperinsulinemia
asociada a insulino resistencia (en el 50 - 60% de los casos)
2).

Consecuencia de lo anterior, el utero de las mujeres
que padecen SOP presenta un comportamiento diferente al
de las normales, que se relaciona con aumento de abortos
recurrentes (1 %) comparado con la poblaciéon normal (0,34
%), con infertilidad, asi como, con hiperplasia y cancer
endometrial (3). El riesgo relativo de estas mujeres de
desarrollar cancer endometrial es 3.1.

Como el carcinoma endometrial normalmente estd
precedido por hiperplasia, ello permite identificar eventos
moleculares asociados con conversién a la malignidad. En
este contexto, se ha encontrado asociacién entre mujeres
nuliparas que padecen SOP e hiperplasia endometrial (4).
Ademas, un reporte indicé que el 35,7 % de las mujeres SOP
estudiadas tiene hiperplasia endometrial. Por lo tanto, €l SOP

es un factor de riesgo para el desarrollo de hiperplasia
endometrial, con y sin atipia citolégica (5).

La conversion del exceso de andrégenos a estrogenos
contribuye a incrementar el riesgo de hiperplasia endometrial.
Ademas, los elevados niveles séricos de testosterona
inducen una disminucion en la concentracion circulante de
la SHBG (steroid hormone binding globulin), lo cual
conduce a un incremento en la concentracion de estradiol
libre. De esta forma, la exposicion endometrial continua a
estrégeno, no opuesta por progesterona, estimula la
proliferacién endometrial, lo cual conduce a que este tejido
esté expuesto a un crecimiento no controlado (4).

Las acciones de los esteroides en el endometrio humano
estan mediadas en gran parte por receptores especificos y la
expresion celular de éstos estd altamente regulada por los
esteroides circulantes. Asi, el aumento exponencial de la
concentracion de estradiol (E,) durante la fase proliferativa
(FP) del ciclo menstrual, induce la expresion del receptor de
E, (RE) (regulacién positiva) y luego del receptor de
progesterona (RP). Mientras que durante la fase secretora
(FS), la alta concentracion de progesterona (P,) disminuye la

! Estudiante 3° afio Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
2 Programa de reproduccién humana . ICBM. Facultad de Medicina, Universidad de Chile.



expresién del RE e induce la pérdida de su propio receptor
(regulacion negativa).

De esta forma, los estrégenos ejercen sus efectos a
través de dos isoformas de receptores (REa y REb) (6), los
cudles provienen de distintos genes. Ambos subtipos se
encuentran en endometrio humano, siendo predominante la
expresion del subtipo a en endometrio humano normal (6,7).

Ademis, se ha descrito la expresién de receptores de
androgenos (RA), los cuales experimenta cambios ciclicos
durante el ciclo menstrual (8, 9), siendo regulados
positivamente por E, en FP (10, 11).

Como se indicé anteriormente, en las mujeres con SOP
hay un aumento de los niveles séricos de andrégenos y
estrégenos, lo que explicaria en parte que los receptores
correspondientes tengan una mayor expresién en los
endometrios de dichas pacientes.

Por otro lado, la condicién hiperandrogénica puede
conducir a hiperpiasia (12), ya que los andrégenos pueden
ser aromatizados a estrégenos. Por lo tanto, se especula que
los andrégenos pueden estar involucrados en el desarrollo
de hiperplasia endometrial en mujeres que padecen SOP.

Estudios ex vivo realizados recientemente en
endometrios de pacientes SOP, sugieren que el
hiperestrogenismo es prevalente sobre los altos niveles de
andrégenos en inducir la expresién de receptores esteroidales
(13). Probablemente lo que tenga mayor importancia en el
SOP sea la condici6n hiperestrogénica relativa que presentan
estas mujeres (14), debido a la falta de la accién compensadora
deP,.

Ademis, existen cofactores llamados co-activadores y
co-represores, que regulan las acciones de los receptores
esteroidales (15, 16, 17) activando o reprimiendo la
transcripcién mediada por ellos. Recientemente, se ha
demostrado que la expresién de un co-activador relacionado
con RE, co-activador AIB 1 (amplified in breast cancer-1),
estd regulada a lo largo del ciclo menstrual normal,
aumentando su expresion en las células endometriales
provenientes de mujeres SOP tratadas con citrato de
clomifeno (3).

Por lo tanto, cambios en los niveles de expresion de
receptores esteroidales y co-activadores, podrian jugar roles
importantes en el desarrollo de hiperplasia endometrial en
pacientes SOP.

MATERIALES Y METODOS

I-. Pacientes
1. Endometrios Normales

Los endometrios fueron obtenidos de pacientes normales en
edad fértil, en FP del ciclo menstrual, con fertilidad probada y sin
terapia hormonal en los tres meses anteriores a la obtencién de la
muestra. Ellas fueron sometidas a salpingoligadura, biopsia o
histerectomia por causas no neoplasicas, en el Servicio de Ginecologia
y Obstetricia del Hospital Clinico San Borja-Arriaran, Campus Centro.

Facultad de Medicina, Universidad de Chile (Tabla 1).
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2. Endometrios de mujeres con Sindrome de Ovario
Poliquistico (SOP)

Las muestras de endometrio fueron obtenidas de mujeres con
SOP sin tratamiento, que asistieron al Consultorio de Infertilidad y
Gineco-Endocrinologia del Hospital Clinico San Borja-Arriaran.

Los criterios de inclusion fueron: 1) Clinicos: pacientes con
signos clinicos de hiperandrogenismo (acné, hirsutismo, seborrea),
sin virilizacion, ciclos con irregularidad menstrual. 2) Bioquimicos:
Testosterona total >0.6 ng/ml, indice andrégenos libres >S5,
progesterona <3 ng/ml (dia 22 en oligomenorreicas o al azar en
amenorreicas), insulinemias indicativas de insulino-resistencia
(insulinemia 2 h post sobrecarga de glucosa >60 Ul/ml y glicemia/
insulinemia en ayunas <4.5). 3) Ecograficos: volumen ovérico
aumentado, estroma aumentado, presencia de 13 o mas foliculos por
ovario no > 10 mm en el estroma ovirico.

Se excluyeron pacientes con PRL >20 ng/ml, testosterona total
>2 ng/ml, DHEAS >4000 pg/ml, 17-OH progesterona >2.5 ng/ml,
TSH >5 mUI/L o con diabetes franca. Las mediciones hormonales
fueron determinadas por RIA o IRMA convencionales (Tabla 1).

3. Pacientes SOP con Hiperplasia Endometrial

Las muestras fueron obtenidas de pacientes SOP con
hiperplasia endometrial, luego de realizacién del legrado endometrial
y/o histerectomia (Tabla 1).

4. Pacientes con Hiperplasia Endometrial

Las muestras de tejido endometrial fueron obtenidas
posterior al procedimiento quirirgico (legrado endometrial y/o pieza
de histerectomia), segiin el criterio médico (Tabla 1).

Los tejidos fueron clasificados segin la fecha de la ultima

regla (FUR), concentraciones plasmaticas de E,y P, y mediante
estudio histolégico de acuerdo a los criterios de Noyes (18).
Al obtener los tejidos, una fraccion (t = 0) fue congelada en N, liquido
y guardada a -70° C (estudios de expresién de mRNA) o fijada en
formalina e incluida en parafina (estudios de expresion proteica).
Cada situacién experimental se realizé en duplicado o triplicado.

Todas las muestras fueron obtenidas previo consentimiento
escrito e informado de las pacientes. Cabe destacar que este proyecto
ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile, y por el Comité de Etica del Hospital Clinico
San Borja Arriaran, de donde provienen las pacientes.

Tabla 1: Caracteristicas generales de los sujetos
participantes del estudio.

EN ESOP ESOPH | FH
n 6 6 6 6
|Edad 352+6.8 | 32.5+4.0| 272+35| 452+46
!lMC 288+6.8 | 31.5+7.4| 37.0+45| 250+16

Valores expresados ‘en promedio + EEM

I1.- Estudios de Expresion
Reaccién de polimerizacién en cadena de DNA complementario
(RT-PCR)

El RNA total se preparé utilizando TRIzol (Gibco BRL, Life
Technology) y el DNA complementario (cDNA) se sintetizé a partir
de RNA tratado con DNAsa I, utilizando la enzima Super Script 1I
Transcriptasa Reversa (Gibco BRL, Life Technology). De 100 a 300
ng de cDNA fueron amplificados utilizando los primers especificos de
cada gen a estudiar:

‘RE4 :AGG CTG CGC GTT CGG C
AGC CAT ACT TCC CTT GTC AT
‘RA :ATG GCT GTC ATT CAG TAC TCC TGG A

AGA TGG GCT TGA CTT TCC CAG AAA G
‘GAPDH: CCATGGAGAAGG CTG GGG

CAA AGT TGT CAT GGA TGA CC
El cDNA fue amplificado en una mezcla que contenia:
‘RE4:Buffer PCR, MgCl, 2 mM, desoxinucleétidos (dNTP) 0.15 mM,
60 mU/ul de Taq polimerasa (Gibco BRL, Life Technologv), 0.8 uM
de mezcla primer de RE4.




RESULTADOS

I) Receptor de Estrégenos alfa (RE4 )
a. Expresion génica del RE4 mediante RT-PCR:

La Figura 1 muestra los niveles de mRNA del RE2 en
endometrios de los cuatro grupos estudiados: EN, ESOP,
ESPOH y EH.

Se observa que si bien existe una tendencia a una mayor
expresion del gen de este receptor en ESOP (42% vs EN), la
misma no es significativa al comparar con la expresién en los
otros grupos de endometrios.

EN ESOP ESOPH EH

200 oo R < =
195 oo TSN G AP OH

24

mRNA RE alfa/GAPDH (U.A)

0,5

ESOP

EN ESOPH EH

Figura 1: Niveles del mRNA del RE4 en endometrios
normales (EN), endometrios SOP (ESOP), endometrios SOP
con Hiperplasia endometrial (ESOPH), y endometrios con
Hiperplasia no SOP (EH).

La evaluacion semicuantitativa se realizé mediante la
razén entre el mMRNA del RE4 y el mRNA del gen constitutivo
GAPDH. Los resultados se expresan como promedio de
unidades arbitrarias (U.A.) = EEM.

b. Expresion proteica del RE4 por Inmunotincion:

Como se observa en la Figura 2, la expresion proteica
del RE4 (Fraccion nuclear, FN + Fraccion citoplasmatica, FC)
en los diferentes grupos de pacientes, no se modifica de
manera notoria, aunque si existe un aumento significativo
de la expresion del RE4 en ESOP en comparacién con ESOPH
(P <0,05).

Ademas, el REa esta localizado principalmente en el
nucleo de las células del epitelio y del estroma endometrial
(P < 0,05) (Figura 3), observandose una mayor expresion de
éste en epitelio de EN (43,9%) y de EH (42,7%) en
comparacion con el estroma (P < 0,05) (Figura 4).

Ademas, si se analiza la expresion del receptor a nivel
epitelial, se observa que éste se encuentra mayormente
expresado en ESOP que en ESOPH (P < 0,05). Por otro lado,
a nivel estromal, existe una expresion mayor del REa en ESOP
al comparar con EN'y con EH (P< 0.05) (Figura4).
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Inmunotincién para el RE4 en endometrio humano normal en FP,
endometrio SOP, ESOPH, EH no SOP y céncer endometrial. 400X.
C(-): control negativo. C(+): Cancer de endometrio.
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Figura 2: Deteccion por inmunohistoquimica (IHQ) del RE4
en endometrios normales (EN), endometrios SOP (ESOP),
endometrios SOP con Hiperplasia (ESOPH), y endometrios
con Hiperplasia ni SOP (EH).

La evaluacién semicuantitativa se realiz6 mediante
HSCORE (HS) y los resultados fueron expresados como
promedio de HS = EEM. FN: Fraccion nuclear, FC: Fraccién
citoplasmatica.

La evaluacion semicuantitativa se realiz6 mediante
HSORE (HS) y los resultados fueron expresados como
promedio de HS + EEM. FN: Fraccion nuclear y FC: Fraccion
citoplasmatica.
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Figura 3: deteccion por imunohistoquimica (IHQ) de RE4 en
endometrios normales (EN), endometrios SOP (ESOP),
endometrios SOP con Hiperplasia (ESOPH), y endometrios
con Hiperplasia no SOP (EH).
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Figura 4: Deteccon por inmunohistoquimica (IHQ) de RE4
en endometrios normales (EN), endometrios SOP (ESOP),
endometrios SOP con Hiperplasia (ESOPH), y endometrios
con Hiperplasiano SOP (EH).

La evaluacion semicuantitativa se realizé mediante
HSCORE (HS) y los resultados fueron expresados como
promedio de HS + EEM, tanto en epitelio (Epi) como en
estroma (Estr). a: P<0.05 EN (epi vs estr), b: P<0.05 EH (epi
vs estr), c: P<0.05 ESOP (epi) ESOPH (epi), d: P<0.05 ESOP
(estr) vs EH (estr).

II) Coactivador AIB1:

Los resultados indican una mayor expresion del
coactivador (FN + FC) en ESOP (52%) al comparar con EN
(P<0.05). La Figura 5 muestra la inmunotincién de AIB1.

La evaluacién semicuantitativa se realiz6 mediante
HSCORE (HS) y los resultados fueron expresados como
promedio de HS + EEM. FN: Fraccién nuclear; FC: Fraccion
citoplasmatica.a: P<0.05 ESOP vs EN.

También, se observan diferencias significativas en la
expresidn proteica del coactivador, entre la FN y la FC de
ESOP y EH. En el caso de ESOP, la expresion nuclear supera
a la citoplasmatica en un 32,2%; mientras que en el caso de
EH la diferencia es de un 31,3% a favor de la FN (P<0.05)
(Figura 6).

La evaluacién semicuantitativa se realiz6 mediante
HSCORE (HS) y los resultados fueron expresados como
promedio de HS = EEM. FN: Fraccién nuclear y FC: Fraccion
citoplasmatica. a: P<0.05 FN vs FC, b: P<0.05 ESOP vs EN,
c: P<0.05 EH vs EN, d: P<0.05 ESOP vs ESOPH.

Coincidentemente con los resultados observados en
RE4, se observan diferencias entre la expresion epitelial y
estromal de AIB1 en EN, ESOP y EH. En fecto, la expresion
epitelial de este coactivador en EN, es significativamente
mayor (82,4%) que la estromal. Ademas, en ESOP y EH
también observamos que la expresion epitelial de dicho co-
regulador se encuentra aumentada de forma significativa al
comparar con la expresion a nivel estromal. Dentro de este
analisis, es importante destacar que existe una mayor
expresion estromal del coactivador en ESOP (86,1%) al
comparar con EN (P<0.05) (Figura 7).

EN ESOP ESOPH  EM CH)

Inmunotincién para el coactivador AIB1 en endometrio humano normal
en FP, endometrio SOP, ESOP, EH no SOP y Cancer endometrial.
C(-): control negativo.
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Figura 5: Deteccion por inmunohistoquimica (IHQ) de AIB1
en endometrios normales (EN), endometrios SOP (ESOP),
endometrios SOP con Hiperplasia (ESOPH), y endometrios
con Hiperplasia no SOP (EH).
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Figura 6: Deteccion por inmunohistoquimica (IHQ) de AIB1
en endometrios normales (EN), endometrios SOP (ESOP),
endometrios SOP con Hiperplasia (ESOPH), y endometrios
con Hiperplasia no SOP (EH).

La evaluacion semicuantitativa se realizé mediante
HSCORE y los resultados fueron expresados como promedio
de HSCORE = EEM, en epitelio (Epi) y estroma (Estr).

a: P<0.05 (epi vs estr), b: P<0.05 ESOP vs EN.
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Figura 7: Deteccion por inmunohistoquimica (IHQ) de AIB1
en endometrios normales (EN), endometrios SOP (ESOP),
endometrios SOP con Hiperplasia (ESOPH), y endometrios
con Hiperplasia no SOP (EH).

III) Receptor de Androgenos (RA)
a. Expresién del RA mediante RT-PCR:

La expresiéon génica del RA aumenta 2,2 veces en
ESOPH al comparar con EN, siendo también mayor su
expresion en ESOPH en comparacién con ESOP (P<0.05).
Ademas, se observa mayor nivel del mRNA del RA en EH al
compara con EN (P<0.05) (Figura 8).
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Figura 8: Niveles del mRNA del RA en endometrios normales
(EN), endometrios SOP (ESOP), endometrios SOP con
Hiperplasia endometrial (ESOPH) y endometrios con
Hiperplasia no SOP (EH).
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La evaluacion semicuantitativa se realizé mediante la
razén entre mRNA del RA y el mRNA del gen constitutivo
GAPDH. Los resultados se expresan como promedio de
unidades arbitrarias (U.A.) + EEM. a: P<0.05 ESOPH vs EN
y ESOPH vs ESOP; b: : P<0.05 EH vs EN.

a.Expresion del RA por inmunotincion:

No se observan diferencias significativas en la
expresion del RA (FN + FC) en los diferentes grupos de
pacientes, aunque los resultados muestran una ligera
tendencia a aumentar su expresion en ESOPH (Figura 9 y
10). Lo mismo ocurre al comparar la expresion del RA entre
epitelio y estroma (Figura 11).

La evaluacién semicuantitativa se realizé6 mediante
HSCORE (HS) y los resultados fueron expresados como
promedio de HS + EEM. FN: Fraccién nuclear; FC: Fraccién
citoplasmatica.
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Figura 9: Deteccion por inmunohistoquimica (IHQ) de RA

en endometrios normales (EN), endometrios SOP (ESOP),

endometrios SOP con Hiperplasia endometrial (ESOPH) y
endometrios con Hiperplasiano SOP (EH).
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Figura 10: Deteccién por inmunohistoquimica (IHQ) de RA
en endometrios nomales (EN), endometrios SOP (ESOP),
endometrios SOP con Hiperplasia endometrial (ESOPH) y
endometrios con Hiperplasia no SOP (EH).
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La evaluacién semicuantitativa se realizé mediante
HSCORE (HS) y los resultados fueron expresados como
promedio de HS + EEM. FN: Fraccién nuclear y FC: Fraccién
citoplasmatica.

La evaluacion semicuantitativa se realizé mediante
HSCORE (HS) y los resultados fueron expresados como
promedio de HS + EEM, en epitelio (Epi) y (Estr).
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Figura 11: Deteccién por inmunohistoquimica (IHQ) de RA
en endometrios nomales (EN), endometrios SOP (ESOP),
endometrios SOP con Hiperplasia endometrial (ESOPH) y
endometrios con Hiperplasia no SOP (EH).

DISCUSION

En el presente estudio no se encontraron diferencias
significativas en la expresion génica y proteica del RE4 entre
los distintos grupos de pacientes, aunque si una tendencia
en ESOP a expresar mas dicho receptor. Ademas, el RE4 se
encuentra significativamente mas expresado en la fraccion
nuclear de las células endometriales de los cuatro grupos de
pacientes estudiados. También, en nuestro estudio hemos
encontrado que la expresion del co-activador para el RE4,
AIBI, esta elevado en ESOP (P<0.05) y EH, y que dicha
expresion es principalmente nuclear. Este aumento
observado en la expresion del co- activador AIB1 explicaria
el aumento determinado de la expresion nuclear del REa de
las biopsias endometriales de las pacientes, en el estudio
inmunohistoquimico. Ademads, es interesante establecer que
la relacién entre el aumento de la expresion del co-activador
AIB1 y el del RE4 sugiere la existencia de una mayor
sensibilidad de los endometrios SOP a la accidn estrogénica,
lo cual estimula la proliferacion endometrial y explicaria la
gran incidencia de hiperplasia en este grupo de mujeres.

Por otro lado, los niveles del mRNA del RA estin
significativamente elevados en ESOPH y EH en comparacion
con los de EN. En efecto, en ESOPH, el mRNA del RA se
encuentra expresado 2,2 veces mas que en endometrios
normales, y en endometrios con Hiperplasia no SOP se
encuentra 1,4 veces mas expresado que en los normales. Asi
mismo, al comparar los niveles del mRNA de RA en

endometrios SOP vs SOP con hiperplasia, se observa en
este ultimo que el mRNA se expresa 0,9 veces mas. Sin
embargo, no se encontraron cambios significativos en la
expresion proteica del RA en los endometrios de los cuatro
grupos en estudio. El significado de esto ultimo debiera ser
motivo de una futura investigacion.

Los resultados del estudio de RA sugieren que el
hiperestrogenismo propio de las pacientes SOP estimularia
la expresion génica de RA. Ademas, lo interesante de
nuestros resultados es destacar que la situacién en
hiperplasia pudiese constituir una condicién por si misma
para una sobre expresion del mensajero de RA.

En conjunto, estos resultados sugieren que la accion
inapropiada de estrogenos a nivel endometrial puede alterar
el patrén de expresion de genes y proteinas importantes en
el control de la homeostasis tisular, conduciendo a un
crecimiento incontrolado lo que puede llevar al desarrollo de
hiperplasia endometrial en pacientes SOP. Futuros estudios
seran necesarios para poder entender completamente las
implicaciones de nuestras observaciones.
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EVOLUCION CLINICA DE LACTANTES CON CARDIOPATIAS CONGENITAS QUE CURSAN INFECCIONES
RESPIRATORIAS AGUDAS BAJAS.

JOSE MIGUEL FLORES M', ANGELA GALLARDO E', CAROLINA SELMAN!, DR. HERNAN SEPULVEDAZ E.U.
EVELYN PALOMINOS L.

RESUMEN

Introduccién: Los lactantes con cardiopatias congénitas (CC) presentan enfermedad pulmonar con mayor frecuencia que los
lactantes sanos. Objetivo: Estudio de infecciones respiratorias agudas bajas (IRAB) en pacientes con cardiopatias congénitas
atendidos en el servicio de lactantes Hospital Luis Calvo Mackenna. Materiales y método: Se realizé estudio retrospectivo
descriptivo. Recoleccién de datos de fichas clinicas. Se elaboré protocolo de trabajo. Los datos fueron ingresados a una
planilla Excel. Resultados: Total 45 casos, Promedio edad 7.7 meses. CC mas frecuentes fueron la comunicacién interauricular
y comunicacion interventricular. Los factores de riesgo mas frecuentes fueron las hospitalizaciones previas y la desnutricién.
Requirié UCI 51.25%, 20% ventilacién mecanica, 28.8% oxigeno mayor a 0.4. Complicaciones 71.15%, mas frecuentes atelectasia
y sobreinfeccién. La mortalidad 6.65% de los casos. Discusion: Pacientes con Cardiopatia congénita que cursan con cuadros

respiratorios agudos bajos en un alto porcentaje evolucionan con complicaciones, sin embargo, la sobrevida es alta.

Palabras Claves: babies, congenital cardiopaties, low respiratory disease

INTRODUCCION

Durante el invierno, las enfermedades respiratorias son
el diagnostico prevalente tanto en las salas de hospitalizacion
de adultos como en las infantiles de nuestro pais.

Dentro de la poblacion infantil hospitalizada por esta
causa, llama la atencién la gran cantidad de nifios con
genopatias que se encuentran, siendo el Sindrome de Down,
la genopatia mas frecuentemente observada.

Es asimismo llamativo que dentro de los nifios con
sindrome de Down la estadia hospitalaria sea en general
prolongada, y que dentro de este grupo la presencia de
cardiopatia congénita sea uno de los factores asociados
mas importantes para la hospitalizacion.

Es asi como al buscar mas acuciosamente factores de
hospitalizacién prolongada por enfermedad respiratoria, se
encuentre que la cardiopatia congénita es uno de los factores
determinantes, tanto en nifios con genopatias como en
aquellos que nos las poseen.

Las Cardiopatias congénitas (CC) son malformaciones
del corazon presentes en el momento del nacimiento y se
deben a una detencién del desarrollo embriolégico normal
en los 3 primeros meses de la gestacion. Es la malformacioén
mas comun (0.5-1% de los recién nacidos vivos) y
generalmente no unica.

Embriolégicamente, el desarrollo del corazén ocurre en
forma temprana dentro de la gestacion, el dia 18 después de

! Internos 7° afio Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Chile

2 Servicio Lactantes Hospital Luis Calvo Mackenna,

la fecundacién; aparece el esbozo cardiaco, delante de la
placa neural, es la llamada placa cardiogénica, de ésta se
forman dos tubos endocardicos, los cuales, hacia el dia 23
se fusionan y comienza la circulacién. Con el desarrollo
embrionario posterior se llega, primariamente a una
incurvacion de los tubos endocardicos fusionados y
posteriormente, a la forma del corazén adulto.

La etiologia de las CC es frecuentemente desconocida,
en menos de una cuarta parte de los pacientes se llega a
saber la causa. La existencia de riesgos de recurrencia mucho
menores que los de la herencia mendeliana hizo que
tradicionalmente se creyese que el 90% de las CC eran
debidas a herencia poligénica o multifactorial. Estudios mas
recientes, no estan de acuerdo con este modelo y cada dia
se van encontrando mas mutaciones en un solo gen
responsables de CC. Otras veces las CC son causadas por
anomalias cromosomicas, bien por alteraciones visibles con
las técnicas citogenéticas convencionales o bien por
sindromes de microdelecién.

Como ejemplos, la regién cromosémica a la que se
ha asignado la cardiopatia en el sindrome de Down es
21q22.1-qter, hay microdeleciones en 22q11.2 que se
presentan asociadas a malformacién cardiaca y en el
sindrome de Turner las cardiopatias ocurren en pacientes
que retienen el cromosoma X materno.

3 Enfermera Universitaria Hospital Luis Calvo Mackenna, Hospital del Profesor
Hospital Luis Calvo Mackenna, Departamento de Pediatria, Universidad de Chile, Facultad de Medicina, Sede Oriente



Las CC se pueden clasificar en cardiopatias congénitas
acianéticas y cianéticas, las primeras pueden ser con
cortocircuito de izquierda a derecha (comunicacién
interauricular e interventricular), obstructivas y con
insuficiencia valvular; las segundas se clasifican en
obstructivas del corazén derecho, cardiopatia con mezcla
total (ventriculo unico) y cardiopatia sin mezcla
(Transposicién de grandes arterias). Otra clasificacién de
las CC cianéticas las determina con hipo o hiperflujo
pulmonar

Es conocido que los lactantes con CC presentan
enfermedad pulmonar con mayor frecuencia que los lactantes
sanos y dentro de las cardiopatias, las que mas se asocian a
enfermedad pulmonar son las con hiperflujo pulmomar’. Esto
se deberia a la broncoconstriccién y el edema dado por el
hiperflujo pulmonar, ademas es frecuente que los lactantes
que padecen cardiopatia congénita tengan ademas
asociados otros factores de riesgo como prematurez,
displasia broncopulmonar o inmunosupresién que son
determinantes en la produccién de infecciones en estos
pacientes. Muchos de los pacientes cardiépatas ademas
tienen asociadas enfermedad genética, siendo la mas comiin
el sindrome de Down.

Dentro de los lactantes sanos la enfermedad viral
pulmonar es lo mas frecuente, Virus Respiratorio Sincicial
(VRS) el agente mas comun a lo igual que en cardidpatas. De
acuerdo a la literatura la morbilidad y mortalidad por VRS es
mayor en los primeros 3 meses de vida y en los nifios con
factores de riesgo conocidos. La mortalidad en lactantes
sanos es 1%, pero en los lactantes con enfermedad
cardiopulmonar es 3 veces mayor.

Objetivo:
General

Estudio de infecciones respiratorias agudas bajas
(IRAB) en pacientes con cardiopatias congénitas atendidos
en el servicio de lactantes del Hospital Luis Calvo Mackenna
entre Marzo del2002 a Octubre del 2003.

Especificos:
O Determinar las CC mas frecuentes.
© Determinar el promedio de dias de hospitalizacion.
O Evaluar los factores de riesgo presentes.
O Determinar evolucién y complicaciones presentes.

MATERIALES YMETODO

Se realizé un estudio retrospectivo descriptivo, para lo
cual se procedié a la recoleccién de datos de fichas clinicas de lactantes
atendidos entre Marzo del 2002 a Octubre del 2003 en el Servicio de
Lactantes del Hospital Luis Calvo Mackenna.

Se elabord un protocolo de trabajo, donde se procedié al
analisis de sexo, edad, promedio de hospitalizacion, factores de riesgo
presentes (oxigeno dependencia, displasia broncopulmonar,
inmunodeficiencia, prematuro, lactante menor de 6 meses,
enfermedades neurolégicas, metabdlicas o genopatias, desnutricion,
hospitalizaciones previas), evolucién presentada (dias en sala, en
intermedio, en Unidad de Cuidados Intensivos, requerimiento de
ventilacién mecénica, oxigenoterapia mayor a 0.4, estudio viral,
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hemocultivos, tratamientos recibidos) y complicaciones presentadas
(apneas, neumotorax, sobreinfeccion, atelectasia, neumomediastino,
insuficiencia cardiaca, shock cardiogénico, hipertensién pulmonar
(HTP), cianosis, crisis anoxémica, muerte, Otra).

Los datos fueron ingresados a una planilla Excel, para el
andlisis estadistico se utilizo este mismo programa.

RESULTADOS

Se analizaron un total de 45 casos, de los cuales, 51%
correspondié a sexo masculino y 49% a sexo femenino
(Gréfico 1), con un promedio de edad de 7.7 meses.

El promedio de hospitalizacién fue de 33.1 dias, con un
rango de 2 a 158 dias, sélo un 26.6% de los pacientes
presentaba alguna cardiocirugia correctora o de soporte.

Dentro de las CC destaca la comunicacién interauricular
(CIA) con un 46.6% y comunicacién interventricular (CIV)
35.5% como las CC mas frecuentes, la tercera frecuencia la
tuvo la estenosis pulmonar (Gréafico 2). El promedio de
anomalias congénitas cardiacas por paciente fue de 2.6
anomalias.

51%

B Femenino B Masculino

Grifico 1 Distribucion por sexo de pacientes lactantes con
cardiopatia congénita atendidos en el servicio de Lactantes
del Hospital Luis Calvo Mackenna que cursaron con
infeccidn respiratoria aguda baja.

BCA mClY OESTPULMONAR mHTP mDAP

Grifico 2 Cardiopatias Congénitas mas frecuentes
encontradas en pacientes lactantes con cardiopatia congénita
atendidos en el servicio de Lactantes del Hospital Luis Calvo
Mackenna que cursaron con infeccion respiratoria aguda
baja. CIA: Comunicacién Interauricular, CIV: Comunicacién

Interventricular, Est: Estenosis, HTP: Hipertension Pulmonar, DAP:
Ductus Arterioso Persistente
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Dentro de los factores de riesgo encontrados las
hospitalizaciones previas tuvieron 75.5%, la desnutricion
un 55.5%, lactante menor de 6 meses un 42.2% y las
genopatias un 37,7%, dentro de estas, la principal hallada
fue el Sindrome de Down y como otro factor de riesgo
destacd la prematurez con un 22.2% (Gréfico 3).

La evolucién en sala registrd en promedio 23.3 dias,
51.25% de los pacientes requirié UCI, con un promedio de
19.7 dias, 20% requiri6 ventilaciéon mecénica (VM) y 28.8%
oxigeno mayor de 0,4. En cuanto al tratamiento principalmente

se utilizé Salbutamol puff 71.1 %, kinesiterapia 62.2%,
diuréticos 60% y uso de antibiéticos en un 51.1% (Tabla 1).
El estudio viral se realizé en un 84.4% de los casos, de estos
31.57% correspondié a VRS positivo, la toma de
hemocultivos se realizé en un 22.2% de los casos, y dentro
de estos 30% fue positivo.

Las complicaciones se presentaron en un 71.15% de
los casos, las mas frecuentes fueron atelectasia y
sobreinfeccion con un 22.2% cada una, la muerte se presento
en el 6.65% de los casos (Grafico 4).

Grifico 3 Factores de riesgo maés frecuentes
encontradas en pacientes lactantes con
cardiopatia congénita atendidos en el servicio

B ENFERMEDADMETABOLICA DDBP
OPREMATURO B GEHOPATIA
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de Lactantes del Hospital Luis Calvo Mackenna
que cursaron con infeccién respiratoria aguda
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Con respecto a la edad del grupo, este concuerda
con lo establecido por la literatura de que se presentan
sintomaticas a edad temprana, generalmente antes del afio
de vida, siendo el promedio de edad en nuestro grupo de 7.7
meses. El sexo, en nuestro grupo de estudio se dividi6 en
masculino y femenino practicamente en proporcion 1:1, como
lo menciona la literatura, siendo levemente mayor para el
sexo masculino (51%), siendo esto también referido por la
bibliografia encontrada.

Tal como apreciamos en las salas de hospitalizacion un
37.7% de los nifios tuvo como factor de riesgo la genopatia
y la principal fue el sindrome de Down, sin embargo, llama la
atencién que los principales factores de riesgo de
hospitalizacién antes que la genopatia, sean la hospitalizacion
previay la desnutricion, sin embargo, en parte esto se explica
porque los nifios con cardiopatia congénita y los nifios con
sindrome de Down son, independientemente, desnutridos y
han estado hospitalizados por alguna razon previa, pero pese
a esto, la cifra incluye a otros nifios que no tienen genopatia
y que comparten la desnutricion, ya sea como parte del cuadro



de cardiopatia o independiente de éste, dentro de estos
hallamos a los menores de 6 meses y a los nifios prematuros.

Como habiamos podido observar, el promedio de
hospitalizacién es al menos, de un mes en la mayoria de los
nifios (33.1 dias) probablemente por los factores asociados
y las complicaciones.

Llamé la atencidon que el defecto mas frecuente haya
sido la CIA con un 46.6%, ya que éste defecto es descrito
con un 10% en la literatura, esto puede ser explicado porque
los pacientes estudiados en su gran mayoria tenian mas de
una cardiopatia congénita, habian sido hospitalizados
previamente y que un 22.6% ya habia sido intervenido
quirirgicamente para corregir el defecto principal, por lo que
la CIA puede ser tan prevalente en esta poblacién como un
defecto residual de la correccién o un defecto en espera de
reparacion, ya que cuando es sintomatico, en general, se
realiza la cirugia correctiva entre los 2 y 4 afios de edad y
durante la infancia es un defecto poco sintomatico y que
puede haber sido pesquisado como hallazgo en la
ecocardiografia.

La CIV fue la segunda cardiopatia congénita encontrada
y esto se corresponde con la literatura que la menciona como
la de primera prevalencia con un 30% del total de las CC, al
igual que la tercera en importancia hallada en nuestro trabajo,
la estenosis pulmonar que corresponde a un 10% en la
literatura.

Con respecto a la morbimortalidad, Navas et al
reportaron en un estudio de 260 pacientes que 33% de los
nifios cardidpatas afectados por VRS necesitaron UCI, 19%
requiri6 VM y 3.4% falleci6. En un estudio de 1563 pacientes
infectados por VRS, 8 nifios murieron, de los cuales 3 padecian
cardiopatia. La tasa de mortalidad fue 0.3% en nifios sin
factor de riesgo y 1% en los con factor de riesgo. En nuestro
estudio, un nimero cercano a la mitad requirié UCI, esta
cifra puede ser mayor dado que en paises desarrollados como
en los que se realizaron los estudios mencionados, la
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disponibilidad de recursos en sala de hospitalizacion e
intermedio es mayor y por tanto, un nimero menor de
pacientes requiere cuidados intensivos y sélo los que
requieren estabilizacion hemodinamica invasiva y ventilaciéon
mecanica son trasladados a UCI. Cabe destacar que para los
nifios no cardidpatas y sin factores de riesgo la necesidad
de UCI se da sélo en un 7% de los casos.

Altman reporté en un estudio de 56 pacientes que
25% requirié UCI y que la edad de admision promedio fue de
16 meses, explicado por infeccién con VRS en cardidpatas
aun durante el segundo afio de vida por cardiopatias no
corregidas o no completamente reparadas. Esto también se
present6 en nuestro trabajo, ya que nifios mayores de un
afio, portadores de canal AV, no habian sido resueltos aiin
en forma quirirgica.

El uso de VM es mayor en estos pacientes, en este
estudio, alrededor de un 20% de los casos, en comparacion
a poblacion sin factores de riesgo, donde aproximadamente
7% requiere VM.

La patologia respiratoria es mayormente de causa viral
al igual como lo muestran diversos estudios, siendo el VRS
la causa mas frecuente, en aproximadamente 1/3 de nuestros
casos.

El uso de salbutamol y kinesiterapia respiratoria fueron
las bases del tratamiento, tal como mencionan muchos
trabajos sobre IRAB, pero destaca en este estudio que a

.pesar de que el principal agente fue viral, en mas de la mitad

de los casos se uso antibidticos.

Con respecto a las complicaciones, estas se
presentaron mas de 2/3 de los pacientes estudiados (71.15%)
las mas frecuentes fueron la atelectasia y la Sobreinfeccion,
esto explicado tanto por la calidad de hipersecretores de la
mayoria de los pacientes y la frecuente obstrucciéon que
sufren, creando un ambiente lleno de secreciones de fécil
colonizacién para agentes bacterianos como por las
condiciones en que se encuentran hospitalizados, tanto por
el largo tiempo que requieren como por la facil transmisién
de agentes en la sala, ya que durante las campaiias de

%% Dias
Promedio
SBT puff 71,1% | 186
NBZ SBT 355% | 68
NBZ Adrenalina 11,1% | 74
Prednisona 114% | 54
Medtilprednisolona 4 A% 2
Hidrocortisona 11,1% | 9,2 ||
Antibiotico 51,1% | 166 Tabla 1 Tratamiento utilizado en pacientes
Diuréticos 60% lactantes con cardiopatia congénita atendidos
en el servicio de Lactantes del Hospital Luis

KTR 62,2% Calvo Mackenna que cursaron con infeccién
Otro IL1% I e con cocn, e
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invierno, el nimero de camas por sala es el minimo para
mantener un aislamiento aéreo apropiado.

La mortalidad se present6 en el 6.65% de los pacientes,
esta es una cifra elevada alin para nuestro pais en
comparacién con los estudios de paises desarrollados, en
que no alcanza més alld del 1%, sin embargo, esto nos
demuestra que los pacientes con cardiopatias congénitas y
que cursan con cuadros respiratorios agudos bajos en un
alto porcentaje evolucionan con complicaciones, muchas
de ellas graves y que requieren soporte vital, pero que, sin
embargo, la sobrevida de estos paciente es alta, siendo la
muerte una complicaciéon que es poco frecuente.

Es por esto, que es importante visualizar el futuro de
estos pacientes desde que nacen, ya que el porcentaje de
nifios que nacen con cardiopatias congénitas desde el
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TASAS DE INCIDENCIAY CARACTERIZACION DE SARCOMAS EN LA PROVINCIA DE VALDIVIA
(1999-2003)

SERGIO VARELA C', PAULA VALENZUELAS', MATIAS MIRALLES', DR. CRISTIAN CARRASCO L*.

RESUMEN

Antecedentes: Los sarcomas primarios de hueso y de tejidos blandos son neoplasias infrecuentes. Los sarcomas de tejidos
blandos mas comunes son fibrohistiocitoma maligno, liposarcoma y leiomiosarcoma, los sarcomas de hueso mas comunes
son osteosarcoma, condrosarcoma y sarcoma de Ewing. La frecuencia relativa de cada tipo histolégicos presenta variaciones
etareas. Método: Identificamos los casos de sarcomas diagnosticados en la provincia de Valdivia en el periodo 1999-2003,
analizando incidencia y caracteristicas generales. Resultados: Encontramos una incidencia de entre 2,8-6,2/100.000 hab.

Hubo predominio de la poblacién masculina (55%). Laedad

frecuente fue el fibrohistiocitoma maligno y la localizacion mas

de presentacién promedio fue 50,4 afios. El tipo histologico mas

frecuente fue la visceral. Discusién: Encontramos similitudes

con la literatura internacional en cuanto a incidencia, edad de presentacion, tipo histolégico mas frecuente y tipo de tejido de
origen. Se observo diferencias en cuanto a localizacién anatémica y distribucién por sexo.

Palabras Claves: Pneumocystis jiroveci, surfactante, sindrome de muerte subita.

INTRODUCCION

Los tumores malignos de origen mesenquimal,
representan menos del 1% de las neoplasias malignas,
tradicionalmente se han dividido en dos grandes grupos,
aquellos originados de partes blandas y los originados en
hueso. La mayoria de los sarcomas se originan de novo,
pero un pequefio porcentaje se origina en tejidos dafiados
como cicatrices o areas expuestas a radiacién (1).

La documentacién sobre la incidencia de sarcoma es
escasa. Las tasas de incidencia publicadas varian
dependiendo de que tumores son clasificados como
sarcomas, aunque algunas publicaciones coinciden en una
incidencia de 2-3/100,000 habitantes en EEUU (2).

El Servicio de Salud de Valdivia cuenta con el “Registro
poblacional de cancer de la provincia de Valdivia” que publico
el informe trienio 1998-2000, en él que se describieron 15
nuevos casos de neoplasias malignas de ubicacion primaria
en tejidos blandos y 16 casos de localizacién primaria en
hueso y articulaciones (3). Estas estadisticas aunque
proveen cierta orientacién no permite conocer si se trata
exclusivamente de sarcomas, no incluye a los sarcomas
originados en otros tejidos y no permite caracterizar estas
neoplasias.

Los sarcomas de tejidos blandos mas comunes son
fibrohistiocitoma maligno, liposarcoma y leiomiosarcoma.
Los sarcomas de hueso més comunes son osteosarcoma,
condrosarcoma y sarcoma de Ewing.

La localizacién mas frecuente es en extremidades
inferiores (45%), seguido por extremidades superiores (15%),
cabezay cuello (10%), retroperitoneo (1 5%), pared abdominal
y toracica (15%). Sarcomas viscerales que se originan en
tejido conectivo de drganos parenquimatosos constituyen
la minoria de los casos (4).

La distribucién de los distintos tipos histolégicos varia
de acuerdo a los grupos etéreos estudiados. Los
rabdomiosarcomas se presentan mas frecuentemente en
nifios y adultos jovenes. Los sarcomas sinoviales se
presentan en adultos jovenes. El fibrohistiocitoma maligno
y liposarcoma son mas comunes en adultos mayores (4).

En un estudio que comprendia 1.789 casos
diagnosticados como sarcoma entre el 1 de Enero de 1987 a
31 de Diciembre de 1996, el 52% correspondian a mujeres.
Este grupo describié un 37.9% con localizacion primaria en
tejidos blandos, 14.2% derivaban de hueso y 47.9% se
encontré en otros tejidos. En cuanto a distribucion etrea se
observé que un 1% de los pacientes tenian menos de 1 afio
y el 75% de los casos diagnosticados tenian mas de 35 afios.
La edad promedio de diagndstico fue 52.4 afios y la mediana
se estableci6 en 57 afios (5).

En nuestro pais existen escasos reportes respecto de
laincidencia y distribucién de los distintos tipos de sarcomas,
por lo tanto para manejo de tasas nos basamos en estudios
internacionales que no representan la realidad
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geogréfica y étnica de nuestro pais. Los objetivos de este
estudio son determinar la incidencia de los sarcomas y
caracterizar a la poblacion afectada segiin sexo, edad, tejido
de origen, tipo histoldgico y localizacién anatémica, en la
provincia de Valdivia.

Se infiere que los sarcomas en la poblacién chilena en
general, y en la provincia de Valdivia en particular, son
neoplasias de baja incidencia. Estas neoplasias presentan
una distribucion propia a cada grupo etareo.

MATERIALYMETODO

Se revis6 todas las biopsias enviadas al Servicio de Anatomia
Patolégica del Hospital Clinico Regional de Valdivia y al Laboratorio
de Histologia y Citologia de Valdivia (entidad privada), durante el
periodo comprendido entre el 01 de Enero de 1999 y 31 de Diciembre
de 2003. Se incluyé en el estudio a aquellos pacientes cuya fecha de
incidencia estuviese comprendida en el periodo de tiempo establecido.

En el Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Clinico de
Valdivia se reciben biopsias de todos los hospitales pertenecientes al
Servicio de Salud de Valdivia y en el Laboratorio de Histologia y
Citologia de Valdivia se reciben biopsias de la poblacién privada de la
provincia. Ambos servicios reciben biopsias de otras procedencias
distintas a la provincia de Valdivia, las que fueron descartadas para
este trabajo.

Las tasas de incidencia se calcularon por 100 000 habitantes,
considerando la poblacién de la provincia de Valdivia, para cada afio
estudiando de acuerdo al INE (6): 353.433 habitantes el afio 1999,
355.609 el afio 2000, 357.625 el afio 2001, 359.626 el afio 2002 y
361.594 el afio 2003. El error estandar para cada una de ellas se
calculo segiin Q@ / »

En cada caso de sarcoma se registraron datos generales como
edad, sexo, procedencia del paciente. En el analisis de los hallazgos
histolégicos se determin6 el tejido de origen: hueso, tejidos blandos
(incluyendo sarcomas viscerales en el grupo de tejidos blandos) y
origen incierto, definidos estos ltimos como aquellos tumores en que
no es posible especificar origen 6seo o en tejidos blandos dado la
extension de la lesion; también se establecié tipo histolégico y
localizacién anatémica.

RESULTADOS

1. Tasas de incidencia de Sarcomas

La incidencia de los sarcomas por 100.000 habitantes se
determino para cada afio estudiado, como se muestra en la
figura 1. Y se determino el error estandar para cada una de
ellas.

2. Distribucion de Sarcomas

Se encontraron 73 biopsias positivas para sarcomas, que
cumplian con los requisitos establecidos en el método, estas
fueron distribuidas segun tipo histolégico de acuerdo a la
clasificacién establecida por Enzinger (7). Destaca un
predominio del fibrohistiocitoma maligno lo que se
corresponde con lo observado en series internacionales,
seguido por leiomiosarcoma, ostosarcoma y condrosarcoma
(figura 2).

v
! :
=
& 6/
=
- 4.
s
12
-
0
1999 2000 2001 2002 2003
Anos
Figura 1: incidencia de sarcomas en la provincia de valdivia
(1999-2003)
* error estandar (0/0000)

La distribucién segun el tejido de origen se muestra en la
figura 3.

3. Analisis por sexo y por edad

3.1 Distribucién por sexo:

Considerando la totalidad de sarcomas y su distribucién por
sexo, se observa un leve predominio en la poblacién
masculina correspondiendo a un 55% (figura 4).

3.2 Distribucién por Edad:

En cuanto a la edad de presentacion para ambos sexos, como
se ve en la figura 5, existe un predominio en edades medias
de la vida, con un peak en el intervalo de 40-59 afios. Con un
promedio de edad de presentacion de 50,4 afios y una
mediana de 52 afios.

3.3 Distribucidn segiin sexo y edad

La edad de presentacién promedio para la poblacion femenina,
fue de 52 afios y para la poblacion masculina de 49 afios. La
mediana para la edad de presentacién masculina fue 51,5
afios y para la poblacién femenina 52 afios (figura 5).

4. Localizacién Anatomica.

En cuanto a la localizacién corporal de los sarcomas de
tejidos blandos, estos se encuentran en mayor proporcion
en visceras, correspondiendo al 34,0%, seguido de
extremidades inferiores con un 20,8%, como se muestra en la
figura 6. En el caso de los sarcomas de hueso la localizacién
predominante es la pelvis, con un 50,0%, seguido de las
extremidades inferiores con 22,2% (figura 6).

5. Distribucién segiin grupo etdreo y diagndstico histolégico
En edad pediatrica y adolescente (0-19 afios) el tipo
histolégico predominante es el rabdomiosarcoma, con un
36,4%. En la edad adulta (20-59 afios) predomina el
leiomiosarcoma, con un 11,1%. En el adulto mayor (60-99
afios) destaca el fibrohistiocitoma maligno con un 23,1%

(figura 7).
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DIAGNOSTICO HISTOLOGICO N° DE CASOS | DISTRIBUCION PORCENTUAL (%)

FIBROSARCOMA 1 14
DERMATOFIBROSARCOMA PROTUBERANS 2 2,74

FIBROHISTIOCITOMA MALIGNO 9 1233
LIPOSARCOMA 4 5.8

LEIOMIOSARCOMA 8 10,96
RABDOMIOSARCOMA 4 5,42
ANGIOSARCOMA 4 542
SARCOMA DE KAPOSI 3 4,11
MESOTELIOMA - 3,48

SARCOMA DE CELULAS CLARAS 2 2,74
SARCOMA DE EWING 3 4,11
CONDROSARCOMA 6 8,22
CITEOSARCOMA 6 3,22
SARCOMA SINOVIAL 3 4,11
SARCOMA EFITELOIDEO 1 1,37
SARCOMA INDIFERENCIADO 4 348
SARCOMA DE TEJIDO NERVIOSO (%) 3 6,85
SARCOMA DE ESTROMA ENDOMETRIAL 4 5,42

TOTAL 73 100,01

25%

45%

12%

Figura 3: Distribuci6n de sarcomas segiin tejido de origen, provincia de Valdivia (1999-2003)

Figura 2: distribuci6n de sarcomas segun diagnostico histolégico en la provincia de valdivia (1999-2003)
* sarcoma de tejido nervioso (incluye tmvnp, neuroblastoma, neuroblastoma olfatorio)

B TeprdosBlandos
E Hueso
B Origen incierto

B HOMBRES
FIMUJERES

55%

Figura 4: Distribucion de sarcomas segun sexo, provincia de Valdivia (1999-2003)
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N° de Casos
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Figura 5: Distribucion de sarcomas
seglin grupo etdreo y sexo en la
provincia de valdivia (1999-2003)

Cabeza y Cuello 5.4
Reloperitones ke
EESS 15,1
g
TEJID 0§ BLANDOS VisEE::les 5
(n=53) Parsd toracica y Abdominal 11,3
Baratesticulares 58
Otras 3,8
Total a0, 1
EESS 16,7
BRI 2.2
Pelvis 30,0
HUjiio Columna Vertebral 0,0
(n=18) Créneo y Cara 5,6
Caja Tordecica 5.6
Toatal 100,1
Cab
TEJIDOS ORIGEN INCIERTO ey onl o
(=2) Total 100,0

Figura 6: Distribucion de la localizacién anatémica de los sarcomas segun tejido de origen, provincia de valdivia (1999-

2003)

DISCUSION

Al comparar nuestros resultados con la literatura
revisada, vemos que las tasas de incidencia de sarcoma en la
provincia de Valdivia son similares que las reportadas en
EEUU (2,8 —6,2/100.000 habitantes en la provincia de Valdivia,
2 —3/100.000 habitantes en EEUU). La diferencia observada
en el afio 1999 se debe a un incremento puntual de la
incidencia de osteosarcomas.

Una importante fraccién de nuestros casos
correspondi6 a sarcomas de origen visceral, que no siempre
son incluidos por todos los autores.

Con respecto a los tejidos de origen, el 72% de estos
corresponde a los tejidos blandos, dato que no es comparable
con la literatura internacional por no existir consenso con
respecto a la inclusion de algunos tumores como sarcomas

de tejidos blandos. El tejido 6seo estaba comprometido en
un 25% (contra un 14.2% en estudio publicado por la BC
Cancer Agency (5)).

Al igual que lo descrito por Sidham et al (4) el
rabdomiosarcoma es el mas frecuente en nifios y adolescentes
(36.4% en la provincia de Valdivia) y el fibrohistiocitoma
maligno es el més frecuente en adultos mayores (23.1%en la
provincia de Valdivia).

Al analizar la distribucién de los sarcomas de tejidos
blandos segiin tipo histolégico, podemos ver coincidencia
entre nuestro estudio y lo publicado por Sidham et al. (4)
respecto al tipo histolégico mas frecuente, el
fibrohistiocitoma maligno.

Ademids en nuestro estudio vimos una importante
incidencia de leiomiosarcoma (10.96%) que probablemente
se debe a la inclusion de los sarcomas viscerales. En relacion
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DISTRIBUCION (%)

DIAGNOSTICO HISTOLOGICO 0-10 afios 20-50 aiios 60-99 ares
FIBROSARCOMA 00 28 0D
DERMATOFIBROSARCOMA PROTUBERANS 0,0 28 38
FIBROHISTIOCITOMA MALIGNO 0,0 83 23,1
LIPOSARCOMA 00 56 77
LEIOMIOSARCOMA 00 11,1 154
RABDOMIOSARCOMA 364 00 00
ANGIOSARCOMA 00 83 38
SARCOMA DE KAPOSI 00 28 77
MESOTELIOMA 00 55 33
SARCOMA DE CELULAS CLARAS o 28 (1))
SARCOMA DE EWING 182 28 0
CONDROSARCOMA 00 83 1135
OSTEOSARCOMA 182 83 38
SARCOMA SINOVIAL 00 55 38
SARCOMA EPITELOIDEO 00 28 04
SARCOMA INDIFERENCIADO 00 83 38
SARCOMA DE THIDO NERVIOSO (9 182 56 38
SARCOMA DE ESTROMA ENDOMETRIAL 00 83 38
TOTAL 100,1 100,1 997

Figura 7: Distribucién de sarcomas segun tipo histolégico y grupo etareo, provincia de valdivia (1999-2003)
* sarcoma de tejido nervioso (incluye tmvnp, neuroblastoma, neuroblastoma olfatorio)

a la distribucion de los sarcomas de los tejidos Oseos
encontramos predominio de los osteosarcomas y
condrosarcomas, al igual que lo publicado por Sidham et al
).

Las edades de presentacion de sarcomas encontradas
en la provincia de Valdivia practicamente no presentan
diferencias con las publicadas por BC Cancer Agency (5).

La localizacién anatéomica de sarcoma de tejidos
blandos mas frecuente encontrada en la provincia de Valdivia
fue la visceral (34,0%), seguido por la de extremidades
inferiores con un 20,8%. Sidham et al (4) presenta como
localizacion mas habitual las extremidades inferiores (45%) y
al contrario de nuestros resultados los sarcomas viscerales
representan una pequefia minoria. En cuanto a la localizacién
anatomica de los sarcomas 6seos los lugares mas frecuentes
son pelvis (50%) y extremidades inferiores (22, 2%) en la
provincia de Valdivia.

Contrariamente a lo descrito en la literatura ya
publicada encontramos una mayor incidencia de sarcomas
en el sexo masculino (55% en nuestro estudio contra un 48%
publicado por la BC Cancer Agency (5)).

Tomando en consideracion el bajo error estandar, y
que no existe una diferencia significativa entre nuestros
resultados y las publicaciones internacionales, a pesar de
tratarse de distintas poblaciones, creemos que nuestros
resultados pueden ser extrapolados a la poblacién nacional
general. Con excepcion de la localizacion anatémica de los
sarcomas de tejidos blandos, que presenta valores propios
de la provincia, que podrian asociarse a una diferencia en la
clasificacion u a otro factor no determinado.
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ESTUDIO DE LAACTIVIDAD ALGUICIDA DE LA BACTERIA Cytophaga sp. ASOCIADAAL DINOFLAGELADO
TOXICO Alexandrium catenella

SOLEDAD P.UGARTE', ADELHEIT B. SCHNEIDER', ALICIAL. SCIARAFFIA'!, DRA.ANAM. AMARQO?

RESUMEN

Alexandrium catenella ACCO1, es una microalga toxica causante de los florecimientos algales nocivos (FAN) en el sur de
Chile. Asociada a ella, se han aislado e identificado, las bacterias, Cytophaga sp. AMA-01. Pseudoalteromona sp. AMA-02.
y Ruegeria atlantica AMA-03.El género Cytophaga ha sido previamente aislado de muestras de agua obtenidas al término
de los florecimientos algales de diatomeas, rafidofitos y dinoflagelados lo cual ha llevado a algunos autores a sugerir que
posee una propiedad alguicida contra microalgas toxicas. En este estudio se determind la actividad citolitica de Cytophaga
s5.p AMA-01, observando el efecto del sobrenadante del cultivo bacteriano crecido hasta fase estacionaria, sobre un cultivo
de Alexandrium catenella Las proteinas del sobrenadante, aisladas por precipitacion con sulfato de amonio, presentaron
una actividad citolitica de un 90% a las 48 horas. Las actividades enzimaticas encontradas en el sobrenadante fueron :
Fosfatasa alcalina, Esterasa lipasa, Lipasa, Leucina arilamidasa, Fosfatasa é4cida y Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa.

Palabras Claves: alexandrium catenella, cytophaga, actividad bacteriana alguicida,

INTRODUCCION

Las microalgas son parte integral del ecosistema
marino, sin embargo, bajo ciertas condiciones ambientales,
60 especies causan una proliferaciéon explosiva nociva,
denominada “Floraciones Algales Nocivas” (FAN),
liberando toxinas al mar. Las FAN son conocidas
comunmente como Marea Roja por el cambio de coloracién
del agua. En Chile, las FAN serian causadas por los
dinoflagelados toxicos Alexandrium catenella’y Dinophysis
acuta 'y, por otro lado algunas diatomeas del género Pseudo-
nitzchia; las que generan foxinas marinas, (toxina
paralizante o PSP, diarreica o DSP y amnésica o ASP,
respectivamente).Investigaciones recientes muestran que
existen bacterias en simbiosis con dinoflagelados téxicos,
siendo parte integral de su ambiente fisico. El rol de ellas en
la dindmica de las FAN no esta claramente establecido; sin
embargo, se sefiala que podrian ser importantes reguladores
de su crecimiento y toxicidad. W®® Algunos autores
postulan que algunas bacterias presentarian un efecto
alguicida directo, para el cual es necesario un contacto
fisico, otros estudios revelan evidencias-suficientes para
postular que el efecto alguicida seria indirecto, a través de la
liberacién de sustancias capaces de desintegrar la

microalga®, siendo esto ultimo lo mas aceptado. El rol
bacteriano en los niveles de toxicidad de las microalgas es
complejo ya que se ha demostrado que ambos organismos
son capaces de sintetizar toxinas de forma independiente®

Alexandrium catenella se asocia a las FAN en Chile
desde 1972. Asociada a ella, se han aislado e identificado, en
el Laboratorio de Toxinas Marinas, la bacteria, Cytophaga
sp. AMA-017®. El rol que ella desempefia no es aun claro.
Estudios demuestran que a medida que el cultivo de
Alexandrium catenella llega a fase estacionaria, hay un
aumento en el conteo y ataque de las bacterias sobre el
dinoflagelado, desconociéndose el mecanismo que gatilla el
ataque . Se postula que las bacterias requieren cierta
densidad numérica o “qudrum sensing ” antes de que el factor
alguicida se exprese. “. Si bien se describe un efecto
alguicida por parte Cytophaga sp. sobre la microalga, se
desconoce atn coémo es capaz de matar al dinoflagelado.

El objetivo de nuestra investigacién es determinar y
analizar las caracteristicas de la actividad alguicida de la
bacteria Cytophaga sp. sobre cultivos del dinoflagelado
toxico Alexandrium catenella y sobre cultivos de un
dinoflagelado no toxico.

! Estudiantes 4° afio Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
2 Laboratorio de Toxinas Marinas, Programa de Fisiologia y Biofisica, Facultad de Medicina.
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MATERIALESY METODOS

Cultivo de las microalgas: Dos algas fueron utilizadas en el
presente estudio: Alexandrium catenella cepa ACCO1, zislada por el
Laboratorio del Instituto de Fomento Pesquero, IFOP, Puerto Montt,
Chile; de una muestra colectada en abril de 1994 desde los mares de la
regiéon de Aysén, Chile (45° 32" S, 73° 34’O)(fotografia 1). La cepa
fue cultivada en F/2, a 12°C, bajo ciclos de 16 horas luz y 8 horas
oscuridad. El dinoflagelado no téxico Heterocapsa sp. SGMO1 obtenido
desde los estanques del Centro de Cultivo de Abalén de la Universidad
Catélica del Norte, sede Coquimbo, fue cultivada y mantenida en
laboratorio bajo las mismas condiciones que 4. catenella Para
determinar las fases de latencia, exponencial y estacionaria de ambas
algas se utilizé una curva de crecimiento realizada en el Laboratorio
de Toxinas Marinas (2002), que mide la densidad celular por conteo
directo de la poblacién celular en una cdmara de Sedgewick Rafter S50
(Graticules Ltd., Tonbridge, England).

Cultive bacteriano: Cytophaga sp, fue aislada en el Laboratorio de
Toxinas Marinas desde un cultivo de Alexandrium catenella ACCOI.
Para su crecimiento se emple6 Agar Marino® como medio sélido, y
F/2 suplementado con 0,25% de bactopectona, como medio liquido.
Estos ultimos fueron agitados a 25°C en un incubador termoregulado
Environ Shaker Orbit a 120 r.p.m. Las fases de latencia, exponencial
y estacionaria de Cyrophaga sp. cultivada en medio liquido, se
obtuvieron por una curva de crecimiento bacteriano, midiendo el
crecimiento celular , por el aumento en la Absorbancia a 620nm de
las muestras del cultivo tomadas cada 1 hora, para lo que se utilizé un
Espectrofotémetro 4049 LKB Blochroom Novaspec.
Determinacién del Efecto Alguicida Indirecto. Para eliminar la
bactopectona del medio de cultivo, el sobrenadante libre de células
obtenido por centrifugacién a 10.000 xg, por 10 minutos, fue dializado
en una membrana semipermeable SnakeSkina de 10 KDa, contra F/2,
en una relacién 1:10 con tres cambios de F/2, durante 24 horas, en
frio y con agitacion. El sobrenadante dializado se esterilizé por
filtracién en membranas de nitrocelulosa de 0,2 mm (Advantec MFS,
Inc.). A este sobrenadante se le llamo Sobrenadante Filtrado Dializado
(SFD). La actividad alguicida se midi6 enfrentando el SFD a cultivos
de Alexandrium catenella ACCO! en crecimiento exponencial (20000
células/ml), bajo condiciones normales de incubacién de microalgas y
en una relacién de volumen 1:1 (volumen SFD / volumen cultivo de
A. catenella). La sobrevivencia de la microalga se determiné por
conteo directo en camara de Sedgewick Rafter a las 24, 48 y 72 horas
de incubacién de las microalgas que sobreviven en presencia del
sobrenadante.

Determinacién de proteinas: La concentracién de éstas en el
sobrenadante del cultivo de Cyrophaga sp., se determiné mediante el
Método del Ac. Bicinconinico(Ref).

Deteccién de las actividades enzimaiticas presentes en cultivos
de Cytophaga sp: Para el analisis de las endo y exoenzimas presentes
en el sobrenadante, se utilizé un kit comercial ApiZym (Biomerieuxa)
que corresponde a un micrométodo semicuantativo, para deteccion
rapida y simultinea de hasta 19 actividades enzimaticas.

Obtencién de proteinas concentradas y sobrenadante
desproteinizado: Para determinar si el factor alguicida del
sobrenadante de Cytophaga sp es de tipo proteico, se realizé una
precipitacién de proteinas con sulfato de amonio al 85% de saturacion
(5,59gr cada 10ml de sobrenadante), obteniendo un pellet de proteinas
concentradas y un sobrenadante desproteinizado.

Determinacién del efecto alguicida de proteinas concentradas
y sobrenadante desproteinizado: Se utilizé un cultivo de
Alexandrium catenella en fase exponencial con concentracién de
16000cel/ml, del cual fueron obtenidas las muestras para ser
enfrentadas a: a) sobrenadante desproteinizado del cultivo bacteriano
de Cytophaga sp. previamente dializados contra F/2 y filtrado
(Experimental 1), b) proteinas concentradas previamente dializadas
contra F/2 y filtradas (Experimental 2), ¢) F/2 (Control). La
sobrevivencia de la microalga se determinard por conteo directo en
una camara de Sedgewick Rafter a las 24, 48 y 72 horas de incubacién
de las microaigas que sobreviven en presencia del sobrenadante.
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Patrones electroforéticos: Para analizar las proteinas presentes
en los sobrenadante del cultivo bacteriano de Cytophaga sp se realizé
electroforesis unidimensional (Laemli, 1970) en condiciones
desnaturantes (SDS-PAGE), utilizando geles de polacrilamida al 15%
y proteinas concentradas liofilizadas previamente.

Especificidad del efecto alguicida: El mismo procedimiento
realizado para determinar la actividad alguicida en 4. Catenella, se
efectué con el dinoflagelado Heterocapsa sp., para asi determinar si
el efecto alguicida de Cytophaga sp es especifico para A.catenella.

Estadistica: Dado el tiempo limitado para realizar los experimentos,
s6lo se hicieron en duplicado, y esto sélo permitié realizar un analisis

porcentual de sobrevivencia.

Fotografia 1. Microfotografia de Alexandrium catenella

cepa ACCO1, Microscopio de Luz Invertido (40x) (Laboratorio de
Toxinas Marinas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, 2004)

SApiZym

| * Sobrenadante de
5 Crfophaga sp

| * Sobrenadante de
- Cytophaga sp hervido

* Sobrenadante de
| Cytophaga sp sin profeinas

Fotografia 2. kit ApiZym (Biomerieuxa)

RESULTADOS

Efecto Alguicida Indirecto.

Actividad Alguicida SFD de Cytophaga sp en Cultivo
de A.catenella. El Gréfico 1 muestra el efecto alguicida que
ejerce el SFD de Cytophaga sp AMA-01, sobre las células
de un cultivo en crecimiento exponencial de 4. catenella
ACCO1.EI control negativo F/2-Si, mostré crecimiento celular
a las 24 y 48 horas. Se verifica la existencia de actividad
alguicida presente en el SFD Cytophaga sp al disminuir la
poblacién de células de A.catenella expuesto a SFD por un
periodo de 72 horas bajo las condiciones antes descritas, a
la vez que es posible observar el crecimiento normal de la
poblacién control.Creo que para esto es bueno explicar aqui
en una sola figura
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el efecto alguicida del sobrenadante total , del las proteinas
del sobrenadante concentradas y del sobrenadante
desproteinizado.

Caracterizacién del efecto alguicida.Cytophaga sp
a) Determinacién las actividades enziméticas presentes
en el sobrenadante del cultivo bacteriano (ApiZym).

El sobrenadante de Cytophaga que contenia 0,9280
mg/ml de proteinas, present6 las actividades enzimaticas
sefialadas en la Tabla 1. El SFD completo presenta actividad:
Fosfatasa alcalina, Esterasa, Esterasa lipasa,Lipasa,Leucina
arilamidasa, Fosfatasa 4cida,Naftol AS-BI- fosfohidrolasa.
Las proteinas concentradas presentan las mismas
actividades con mayor intensidad colorimétrica excepto
lipasa que est4 ausente. En el SFD hervido durante 7 minutos
persiste actividad fosfatasa alcalina, Esterasa lipasa,
Fosfatasa dcida,Naftol AS BI fosfohidrolasa. Tras
desproteinizar persisten en el sobrenadante tratado con
sulfato de amonio las actividades fosfatasa alcalina, Esterasa
lipasa, Naftol AS BI fosfohidrolasa. Cabe destacar que en
todas las pruebas enzimaticas se mantiene la actividad 12,
siendo ésta: Naftol ~AS- BI fosfohidrolasa.

b) Electroforesis unidimensional en condiciones
desnaturantes (SDS-PAGE).

Se hicieron dos electroforesis de las proteinas
concentradas obtenidas del cultivo de Cytophaga sp en fase
exponencial. La primera en gel al 12% obteniéndose sélo 2
bandas con PM de 63.09 y 54.95 KD. Luego se utilizé un gel
al 15%y se corrieron muestras de distintos voliimenes 35,25
yl0ml, lo que equivale a 32.2, 23 y 9.2 mg de proteinas
respectivamente, en cada corrida. Pudiendo distinguirse
claramente 3 bandas correspondientes a los PM 99.6 , 63.01
y 56.02 KD. ( datos no mostrados)

Determinacién de la Especificidad Alguicida del
Sobrenadante de Cytophaga sp sobre el dinoflagelado
Hetocapsa sp

No se observa efecto citolitico del sobrenadante
Cytophaga sp sobre el dinoflagelado Heterocapsa sp. La
poblacién aumenta en ambas condiciones.

DISCUSION

El objetivo de esta investigacién fue determinar la
existencia de un efecto alguicida por parte del sobrenadante
del cultivo bacteriano de Cytophaga sp sobre el
dinoflagelado A.catenella, de manera tal de poder ser
utilizado en investigaciones posteriores que pudieran hacer
uso de este rol alguicida como método de control de 1a Marea
Roja. Esto ya ha sido descrito por otros autores (Kim etal.,
1998; Yoshinaga et al, 1999; Nagasaki et al, 2000), y
actualmente hay variadas investigaciones en curso.

El efecto de la bacteria sobre la toxicidad de los
dinoflagelados del género 4.catenella en cultivo ha sido un
tema controversial por décadas (Gallacher & Smith, 1999),

Efecto Alguicida SFDCytophaga sp sobre cultivos de
Células/ml Alexandrium catenella
160
140
120 et
e /‘ :
80
60
40
20
0 tiempo
0 24 48 72 (hrs)

Grifico 1:Determinacién del Efecto Alguicida Indirecto: Efecto
Alguicida de Cytophaga sp. AMA-01 sobre Alexandrium catenella
cepa ACCO1. Evalia la sobrevivencia del dinoflagelado en condiciones
control en F/2 y en presencia del SFD de Cytophaga sp a las 0, 24, 48
y 72 hrs.

centrdndose sdlo en las bacterias como tal y no en los
compuesto(s) excretados por éstas. En esta investigacion se
encontré que compuesto(s) liberados por Cytophaga sp en
contacto directo (sobrenadante completo) con cultivos de
A. catenella si afectan en el crecimiento. Este sobrenadante
del cultivo bacteriano poseeria algiin tipo de compuesto(s)
que afectan negativamente el crecimiento de 4. Catenella.,
produciéndose la lisis de gran parte de la poblacién del
cultivo. El SFD presentaba las siguientes actividades
enziméticas: Fosfatasa alcalina, Esterasa lipasa, Lipasa,
Leucina arilamidasa, Fosfatasa 4cida y Naftol-AS-BI-
fosfohidrolasa, éstas podrian estar participando en la
actividad citolitica presente en el sobrenadante. Posterior a
la precipitacién de la mayor parte de las proteinas presentes
en este sobrenadante, la actividad citolitica se redujo. Sin
embargo la fraccién de proteinas concentradas por
precipitacién con sulfato de amonio produjo también lisis
celular, pese a perder las actividades enzimaticas esterasa,
lipasa, fosfatasa 4cida y leucina arilamidasa; las que podrian
corresponder a actividades propias de las proteinas
precipitadas. La electroforesis reveld la presencia de 3 bandas
que corresponderian a proteinas de PM 100, 63.09 y 54.95.

Se debe hacer mencién a que, en el sobrenadante
desproteinizado se sigui6 observando la actividad alguicida,
lo que nos lleva a postular que, o bien habrian persistido
proteinas en el, posterior a la precipitacién de estas, o bien,
que existiria otro factor, no proteico, involucrado en la
actividad citolitica de Cytophaga sp.

Skerratt et al, 2002 postula que el mecanismo alguicida
de las bacterias no es enzimatico, ya que sometié un
sobrenadante alguicida a distintas temperaturas, encontrando
que no desaparecia el efecto téxico después de ser tratados
con calor (hasta 120°C), sin embargo en nuestra
investigacién, pudimos determinar que si se sometia el
sobrenadante de Cyfophaga sp a ebullicién a 110°C por 7
minutos, persistian las actividades enzimaticas esterasa ,
lipasa, leucina arilamidasa, fosfatasa 4cida y Naftol-AS- BI-
fosfohidrolasa.



Para usar las propiedades liticas relacionadas con
Cytophaga sp. como posible método de control de Mareas
Rojas es preciso determinar si su actividad alguicida es
especifica para el dinoflagelado 4. catenella. Para esto, se
enfrenté al dinoflagelado Heterocapsa sp. al SFD de
Cytophaga sp. comprobéndose que, al menos en este caso,
el compuesto(s) litico carecen de efecto. Deben realizarse
otros estudios que determinen de manera global la
especificidad de Cytophaga sp. sobre A. Catenella, pues el
que en nuestra investigacién hayamos descartado a
Heterocapsa sp no significa que todos los dinoflagelados
no sean afectados por la accioén litica de Cytophaga sp.
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En la actualidad ya ha quedado claro que las
interacciones bacteria-fitoplancton son mucho mas complejas
de lo que se pensaba originalmente (e.g. Dantzer & Levin,
1997; Gallacher & Smith, 1999; Hold y col., 2001), y esto
determina que multiples investigaciones deberan realizarse
antes de poder llegar a vislumbrar su uso como método de
control de las FAN.

Este estudio es simplemente uno maés entre ellos y
esperamos pueda ser utilizado como paso inicial a futuras
investigaciones las que puedan repetirlo y determinar su
validez estadistica.

Tabla 1: Actividades Enzimdticas extracelulares (exoenzimas) obtenidas del SFD de
Cytophaga sp.-
ENTIMA REACCION | 55D 2| 5FD Cacphamin SFD Trotias
COMPLETO DESPROTEINIZAD(O | HERVIDO | Conwersrsdas
cantrol 5 - - : %
Fosftass alcaling Vinleta +++ S + +++
[Fatemasn Vinleta ++ - . ++
[ Falerass Mpass Violeta +++ + + -
Tmases Ti0keta T . 5 p
Teuctna Taranjo g s 2 e
Eosfalass acida Viokia ¥ & T e
Nafiol AS BI Aml + + + ey
_fosfohidrolacs

Deteccién de las actividades enzimiticas presentes en cultivos de Cytophaga sp

actividad enzimatica presnete en el sobrenadante Cytophaga sp.

Por medio del kit ApiZym (Biomerieux4). Se analizo la

Células /mi

100

0 hrs 24 hrs

Caracterizacién del Efecto Alguicida Indirecto del
SFD de Cytophaga sp

Grifico 2 Caracterizacidon del efecto
alguicida indirecto de Cytophaga sp:
Evalué la sobrevivencia del dinoflagelado
en condiciones control en F/2,
sobrenadante filtrado dializado (SFD)
completo, SFD desproteinizado vy
proteinas concentradas, de manera de
determinar donde radica el factor alguicida
de Cytophaga sp. CONTROL 1: 5ml 4.
Catenella + 3ml F/2, CONTROL 2: 5mi
A. Catenella + 3ml sobrenadante
completo. SOBRENADANTE
DESPROTEINIZADO: 5ml A. Catenella
+ 3ml sobrenadante desproteinizado.
CONCENTRADO DE PROTEINAS:
Sml A. Catenella + 3ml proteinas
concentradas del sobrenadante de
Cytophaga sp.. Se registraron los conteos
a las 0, 24 y 48 hrs. en todos los grupos.

tiempo
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GUERRA, PROSTITUCION Y SIFILIS, UNA SOMBRA EN EL SIGLO XX

ERIKATBECERRA C', MARIAANGELICA BELLO F', XIMENA CAMPOS M!, CESAR LEYTON R>.

RESUMEN

El siglo XIX es un periodo de profundos cambios, donde por las inequidades sociales, surge la prostitucién como un
modo de subsistir en las clases mas desposeidas, siendo una actividad dificil de controlar, cuya consecuencia mas
funesta era el contagio de enfermedades venéreas, como la sifilis. Pese a existir preocupacion entre las autoridades de la
época, existia un total desconocimiento en la poblacion general.

Durante la Guerra del Pacifico, la sifilis causa estragos en el reclutamiento de voluntarios, y muchas veces, no era
detectada precozmente o los soldados se contagiaban estando en Campaiia por la llegada de prostitutas enfermas, es asi
como en julio de 1879, se prohibe que las tropas fuesen acompaiiadas por mujeres, medida que no fue seguida.
Lamentablemente, las medidas tomadas para detener la expansién de la sifilis fueron tardias e insuficientes, y la tasa de

infeccion se mantuvo alta durante toda la guerra.

Palabras Claves: sifilis, prostitucion, venereologia.

INTRODUCCION

El siglo XIX comienza como un periodo pleno en
decisiones de gran importancia para el futuro de nuestro
pais como Naci6n independiente; es durante ese siglo que
cobran sentido palabras como: libertad, autonomia y
patriotismo, que seran la base para la fuerte defensa
desarrollada durante la Guerra del Pacifico. Es también un
periodo de gran florecimiento econémico, social, cientifico
y cultural. Mas, pese a lo que pudiera esperarse, esta
creciente época no sembré paz entre sus habitantes, sino
muy por el contrario, generé una constante lucha por el
poder.

Este agitado siglo de guerras nos sitiia en un periodo
de la Historia de Chile donde comienzan a marcarse con
claridad las inequidades sociales, el hambre y la miseria,
principales causas del surgimiento de la prostitucién como
modo de subsistir de las clases méas desposeidas. Esta
actividad, que se ve incrementada durante las épocas de
guerra (favorecida ademas por la casi nula reglamentacién
existente), llegando a ser un foco muy importante de
propagacion de enfermedades venéreas, arrastrandolas
sigilosamente hacia el interior de las tropas, donde se
escondera un terrible enemigo: la sifilis, a cuya propagacion
se sumé la ignorancia, la vergiienza y la discriminacién social
de los enfermos.

En esta investigacion revisaremos el desarrollo de la
medicina del siglo XIX, el estado de la prostitucién y su
relacion con la Guerra del Pacifico y la propagacion de la
sifilis. Para esto nos apoyaremos en referencias y anélisis de
la sociedad del siglo XIX, una carta escrita durante la Guerra

del Pacifico y un articulo publicado en el Diario “La Aurora
de Chile”.

Medicina de la Epoca

La medicina en Chile durante la segunda mitad del siglo
XIX seguia la inquietud cientifica reinante en Europa y estaba
haciendo grandes avances, particularmente en el desarrollo
de las especialidades médicas. Bajo el decano J.J. Aguirre, la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile comenzé a
enviar, a partir de 1874, médicos becados a Europa, para que
estudiaran con los mejores profesores de la época y trajeran
los adelantos de la medicina. A su vez se contratd a médicos
extranjeros para que ensefiaran las nuevas y modernas
técnicas médicas europeas.

Nuevos hospitales se construyeron en Chile, y los
hospitales del periodo Colonial fueron modernizados. La
medicina en los hospitales habia mejorado mucho y se
realizan profundos avances en la cirugia. Ademas se
empezaron a aplicar los conceptos de antisepsia y asepsia
disminuyendo la tasa de mortalidad en los establecimientos
de salud.

La Prostitucién como Fuente de Contagio
La prostitucién es una de las actividades mas antiguas

en el mundo y més dificil de controlar, ya que, la prostitucion,
como fenémeno social y humano, est4 ligada a la Historiay
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tiene diferentes dimensiones que deben considerarse,
ademas de su multicausalidad en que confluyen una
diversidad de elementos personales, familiares y sociales
(1. Es tan complejo el tema que muchos autores al intentar
simplificarlo han dejado de lado lo esencial de este problema
y han relegado su causa a la miseria y el hambre hoy en dia

El comercio sexual es una actividad dificil de
reglamentar, tal vez el primer intento de reglamentacién pueda
hallarse en la antigiiedad, cuando estas mujeres debian
utilizar vestidos especiales, se les rasuraba la cabeza y eran
obligadas a vivir en determinados sectores de la ciudad (2).
En Chile, sin embargo, este tema es mas complejo, basta
recordar la servidumbre doméstica, el inquilinaje y otros
servicios, en donde el patrén aprovechaba su condicién de
autoridad para satisfacer sus necesidades sexuales; lo cual
era aceptado por la sociedad de la época, ya que los sirvientes
pertenecian a sus duefios y éstos podian hacer con ellos lo
que quisieran. Al llegar el siglo XIX, el término “prostitucion”
se fue masificando y aclarando, a la vez que se consolidaba
un fuerte repudio social hacia él, asociandolo muchas veces
con otros vicios de las clases sociales mas pobres.

En 1836 se establecia en Chile el médico francés
Francois-Julien Lafargue, verdadero iniciador de los trabajos
anatoémicos en nuestro pais. Comenta sobre el estado de la
prostitucion en Chile y la pobre vigilancia existente: “Es de
extraordinaria frecuencia y gravedad, lo que es debido,
por una parte, a la incuria de la policia, que jamds toma
medidas sanitarias; por otra, a que apenas empiezan las
mujeres afectadas un tratamiento cuando lo abandonan
para continuar su oficio de cortesanas (...) La prostitucion
no estd vigilada ni reglamentada. Aqui todos miran la visita
sanitaria como una opresion impia, como un atentado
contra el pudor... la idea que se tiene sobre la dignidad de
la mujer la sobrepone a todas las consideraciones
higiénicas, y por mds degradada que sea la prostitucion,
el cardcter sagrado de su sexo las sustrae a visitas que la
opinion condenaria como inmorales y opresivas” (3). Aqui
observamos como la moral de esa época imputaba al sexo
femenino un Tabu, del cual era “indigno” hablar y mucho
mas “mirar”, lo cual complicaba los intentos por impartir un
control sanitario sobre dicha actividad.

Sigue diciendo Lafargue: “(...) reglamentar la
prostitucion es sancionarla, y la autoridad que descendiese
hasta disciplinar las mujeres publicas pasaria por tirdnica.
En Chile se habla de la sifilis como si se tratara de un
resfriado (...) en el hospital de mujeres una sifilitica pide su
alta antes de su restablecimiento; no hay derecho alguno
para detenerla contra su voluntad. En general, todo chileno,
instruido o no, cree que el mal venéreo no merece que se
ocupen de él hasta el punto de coartar la libertad y de
alarmar el pudor del bello sexo” (3). Podemos observar
que la mentalidad de la época en Chile llevaba la
“preocupacion” por la enfermedad sélo cuando ésta, en cierta
manera, les molestaba, es decir, no existia preocupacién por
prevenir, s6lo se aplicaban tratamientos curativos; no existia
en el pensamiento, el concepto de Higiene, ni siquiera entre
las autoridades.

Lo cierto es que la sifilis reinaba espantosamente en
Chile. Esto lo demuestran algunas estadisticas realizadas en
la época. Asi, por ejemplo, en 1814 ingresaban al Hospital de
Nuestro Padre San Juan de Dios 2.101 enfermos, de los cuales
804 eran sifiliticos, es decir mas de la tercera parte. Faltaban
hospitales de enfermedades venéreas para acoger a todos
los afectados que sufrian y seguian propagando la
enfermedad. Sin embargo, como hace ver el Dr. Enrique Laval,
bajo esta denominacion se encontraban otras afecciones a
la piel. Medio siglo después, Wenceslao Diaz, en una
publicacién que estudia las enfermedades que mas afectan
al soldado en Chile, coloca en primer lugar a las afecciones
sifiliticas y venéreas (4).

Pero no toda la culpa recaia en las autoridades por no
promover medidas de higiene, salubridad y control sobre la
prostitucién y el cumplimiento de los tratamientos. La excesiva
propagacion de este mal residia también en la ignorancia del
pueblo. Para ellos, esta patologia, era algo propio de los
humores “todos nacian con una parte de humor venéreo”,
como algo fisiolégico, integrante e incluso necesario del
organismo, el cual los curanderos, yerbateros y meicas sabian
curar mejor que el médico. Para ellos una “gonorrea sifilitica”,
no era mas que una gripe, producida por una mala pisada o
torcedura de cuerdas; y el chancro, una simple peladura por
galopar en un caballo chiicaro con una estribera demasiado
corta. Se propagaba de madre a hijos; “Hacia sus conquistas
buscando sumorada en el asilo de la hermosuray del amor,
estaba particularmente amalgamado con el humor prolifico,
se transmitia hacia los hijos sin que estos pudieran
purificarse en los momentos de la concepcién” (4). Tiernos
infantes envenenados por las nodrizas sifiliticas. Y no sélo
aparecia en el pueblo, sumido en un ambiente pobre y
antihigiénico, pues tampoco respetaba a las familias
adineradas, morales y religiosas. No se hablaba de ella, era
un mal repugnante. La palabra “sifilis” estaba proscripta,
pese a la grave amenaza que representaba, gracias a esto
pudo causar estragos y gobernar tranquilamente durante
este largo periodo.

En el afio 1874, el médico Ramoén Allende Padin,
presidente del Consejo de Higiene Publica desde 1876, es el
primero en llamar publicamente la atencion sobre la necesidad
de dictar un reglamento que combatiera los funestos estragos
de la prostitucion en la sociedad chilena, ya que segun un
trabajo suyo publicado un afio antes, “Un hombre sobrio de
vida activa y de trabajo diario que desarrolla sus fuerzas y
organos por el trabajo regular y continuo, alternado con
un descanso proporcionado, es siempre honrado, virtuoso,
moral: esta por su ocupacion misma apartado de la molicie
que engendra el ocio y arrastra a los vicios que embrutecen
la intelijencia y degradan al hombre” (5). Es facil darse
cuenta que entre los vicios a los que el doctor Allende Padin
hace referencia, esté ciertamente la prostitucion. En ese mismo
trabajo al que hemos hecho mencién aparece un parrafo
brillante que sigue vigente a través de los afios “La
aplicacion y observancia de los preceptos de la higiene
publica determinan la salubridad de las ciudades, evitan
las enfermedades y alejan las epidemias” (5). Esto nos



demuestra que pese a lo que pudiera pensarse, existia plena
conciencia en la época de la prostitucién y los efectos que
ésta podia tener en la salud de los habitantes como medio de
propagacion de diversas enfermedades.

Pese a todos los males que puede acarrear para una
sociedad la prostitucién sin ninguna reglamentacién,
probablemente una de las consecuencias mas funestas es
facilitar el contagio de afecciones de diversa naturaleza, sobre
todo la propagaci6n de enfermedades venéreas, las cuales a
través del curso de la Historia, han sido tan dificiles de
controlar. Es asi como en 1822, el diputado Camilo Henriquez
dice: “El mal venéreo estd extendido espantosamente entre
las mujeres plebeyas, poco hace que los soldados se curen
si no se extingue aquella sentina de enfermedad. Muchos
hijos de familia se desgracian por esta misma causa " (6),
estableciendo en forma definitiva una estrecha relacién entre
las enfermedades venéreas y la prostitucién y olvidando
que si las clases mas acomodadas de la sociedad se
contagiaban, era porque ellas mismas requerian esta clase
de servicios. Otro topico relevante en las declaraciones del
diputado es la relacién entre las enfermedades venéreas y
los soldados, tema que desarrollaremos mas adelante.

Es interesante revisar un articulo aparecido en el afio
1813 en el Diario La Aurora de Chile, donde un autor
desconocido de iniciales J. M. S. escribe, refiriéndose a la
sifilis y al estado de dicha enfermedad en Chile:

“Elvirus sifilitico se recibe con un inmediato contacto
con la persona afecta: las acciones lasivas aumentan la
accion del sistema sanguineo; el sistema vascular de la
periferia esta en un estado de turgecencia, que comunica a
las papilas nerviosas un gran eretismo; esta sensibilidad
aumentada dispone al virus d ser introducido por el sistema
absorbente de los organos genitales, y partes adyacentes
en el cuerpo humano; de tal modo, que es necesaria una
exaltacion en la sensibilidad para facilitar su contagio.
Esta reflexion pathologica sirve mucho para demostrar que
la lue venerea dificilmente se propaga de otro modo: y que
el beber en vasos de personas afectas de ulceras venéreas
en la boca, pocas veces ha introducido el virus en la
constitucion. Sin embargo debe cuidadosamente evitarse.
Asi debe siempre atribuirse al desorden su introduccién”
(7) . Nos podemos dar cuenta, por lo tanto, que en aquella
época habia una tendencia a identificar al “desorden” como
el medio de contagio de dicha enfermedad, mas adelante en
el articulo el autor detalla al tipo de “desorden” al que se
refiere diciendo...

“La inevitable prostitucion debiera esconderse de la
vista de las familias pudicas y el gobierno tendria bajo un
golpe de ojo el estado de salud de sus individuos” para
luego continuar “puede el Gobierno vigilar sobre la salud
de aquellas infelices que se hallan contaminadas, y
procurarlas un asilo para su curacion, comisionando d
este fin d los Alcaldes de Barios para su secreto informe
con intervencion de algunos facultativos”. Pero el autor
del articulo “La Sifilis Causa Estragos en la Sociedad Chilena”
no se detiene en sus afirmaciones y escribe “ La lue venerea
seria mas benigna y no tan facil de propagarse si los bafios
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fuesen mas comunes, y accesibles a la clase inferior” (7)
mostrando claramente cual era la visién del siglo XIX hacia
las clases mas desprotegidas y el nivel de discriminacién, ya
que, si bien se puede decir que la higiene de la época era
muy deficiente, sin duda lo era en todas las clases sociales y
no en una, en particular.

La Sifilis y la Despreocupacién

En un principio se pensaba que la sifilis era “un azote
de la divina justicia”, tal como se escribié en 1813 en el
informe de la comisién médica que habia sido formada para
estudiar sus alcances en el pais. Aunque dentro del mundo
cientifico habia preocupacién por su extensa propagacién y
efectos, habia una notable ausencia de alarma en la poblacién
general, ya que al estar acostumbrada a los estragos de un
sinfin de epidemias, esta “nueva enfermedad” era s6lo una
mas de las muchas que habian debido enfrentar. Por lo tanto,
resultaba atin més critico el informar a la poblacién general
acerca de esta patologia.

El problema de las enfermedades venéreas, y
especificamente la sifilis, estaba muy extendido en Chile
durante el siglo XIX, debido en gran parte a que los enfermos
ocultaban su mal sin darle la importancia que realmente tenia,
y por lo tanto, no seguian los tratamientos médicos ni
respetaban las precauciones que hubieran detenido su
expansion. Incluso era frecuente que se burlara la disposicién
legal que impedia a los enfermos de sifilis contraer matrimonio
.

Antes de 1850, la enfermedad no se habia caracterizado
bien. Sin embargo, en la segunda mitad del siglo XIX dos
médicos destacaron por su trabajo e investigacién acerca de
la sifilis: Joaquin Zelaya y Ramén Elgueré. El Dr. Zelaya,
alumno de Lorenzo Sazié, distinguié la sifilis de otras
enfermedades venéreas, pero destacé que ellas si tenian el
mismo origen de contagio, que era el contacto sexual. Junto
con Elguerd, que habia egresado de la Facultad de Medicina,
intent6 describir la sifilis lo mas posible. Tenian claro que se
trataba de una enfermedad altamente contagiosa y que su
modo de transmision era sexual, aunque no descartaban otras
formas de contagio, tal como a través de la leche materna o
de madre a feto. Ademas agregaron que todos los individuos
la podian contraer no importando su clase social, estado
fisico o edad, lo que constituyo un gran avance para derribar
las erradas ideas que se tenian en la época. Elguer escribi6
todo lo que sabia de la sifilis en su “Tratado Practico”, con el
fin de que los médicos de la época pudieran instruirse sobre
este mal. Gracias a los aportes de Elguerd y Zelaya, se
increment6 el conocimiento sobre las enfermedades venéreas
en Chile después de 1850.

En aquella época, muchos de los enfermos de sifilis no
eran diagnosticados precozmente, debido al prejuicio social
que era asociado al contraer esta clase de enfermedad.
Muchos sifiliticos preferian usar remedios o curaciones
caseras y poco eficaces antes de reconocerse como




Rev chil estud med (2005); 4 (1): 46

portadores de tal enfermedad. La vergiienza llegaba a tal
grado que era comun que los familiares de un difunto de
sifilis otorgaran informacién falsa acerca de la verdadera
causa de muerte. Ademds era complicado su diagnéstico,
debido a la multitud de sintomas que presentaba o la aparente
ausencia de ellos durante los estados de latencia.

Los tratamientos existentes para la sifilis no eran del
todo eficaces, pero algunos servian para detener su avance
0 por lo menos disminuir sus efectos. No hay duda de que el
mercurio era el mejor remedio para la sifilis por esos afios, el
cual se aplicaba bajo la forma de pildoras, o a través de
frotaciones, bafios y fumigaciones. Sin embargo, el uso de
mercurio provocaba malestares y complicaciones, por lo que
era necesario seguir reglas estrictas para establecer la dosis
y el tiempo de administracion. “Un buen médico debe atender
& muchas circunstancias en la administracion del mercurio,
pues es una sustancia muy activa, y nada indiferente;
Diariamente veo las tristes victimas de un mal método
mercurial, y lo peor es que se hace mds rebelde pues siendo
un principio asentado que un continuo estimulo embota el
sentido, con el mercurio administrado por una mano
inexperta el virus sifilitico se hace mas tenaz, y no obedece
ya a la accién de este agente” (7). No se pretendia curar la
sifilis sino manejarla de la mejor forma posible.

La Peor Arma contra el Ejército Chileno estaba en sus
propias filas

Al comenzar la Guerra del Pacifico en 1879 se dieron
numerosos avances en la medicina militar. Se estructurd una
Sanidad Militar compuesta por los médicos Aguirre, Diazy
Gutiérrez. Se organizaron hospitales de campafia en el Norte
donde estaban los ejércitos en camparia. Ademas se formaron
hospitales de sangre para ayudar a los hospitales militares y
se dictaron normas sanitarias que debian seguir los médicos
y cirujanos. Se introdujo la antisepsia de Lister disminuyendo
significativamente la mortalidad de los soldados heridos por
infeccién, y como se sabia que la sobrevida de los heridos
en los campos de batalla es proporcional a la rapidez de
rescate, se desarrollaron los servicios de ambulancias. El
uso de la anestesia, que consistia en cloroformo y éter,
permitié un mejor manejo del dolor ademas de revolucionar
la cirugia militar al permitir realizar amputaciones menos
traumaticas. Todo esto era pensando en el herido de guerra
y no en el soldado enfermo de sifilis, ya que estos no podian
ingresar como voluntarios al Ejército.

Los enfermos de sifilis en el siglo XIX eran tantos, que
al comenzar la Guerra del Pacifico en el afio 1879, el Intendente
de Valparaiso y a su vez Comandante General de Armas,
Eulogio Altamirano, pudo constatar la real extensién de la
sifilis entre los voluntarios, “Centenares de voluntarios
hubo que negarles el ingreso, porque llevaban en su cuerpo
la marca fatal de la desgracia propia y el anuncio de la
infelicidad de su prole, estimando el porcentaje de
rechazados en 60% a 70%... y continua, e/ mismo transporte
que conducia al norte un regimiento, debia volver con la

fercera y cuarta parte de la gente declarada initil para el
servicio” (6).

Pero la sifilis no s6lo causaba estragos en el
reclutamiento de voluntarios, ya que muchas veces esta no
era debidamente detectada o los voluntarios se contagiaban
de dicha enfermedad estando en Campaiia debido al ingreso
a las plazas de prostitutas que servian para difundir la
enfermedad, es asi como en junio de 1879 las autoridades
sanitarias del ejército deciden obligar a las prostitutas a
realizarse exdmenes médicos periédicos, tarea que recay6 en
los cirujanos de los regimientos, quienes debian entregarles
su certificado de salud. En julio de aquel mismo afio se prohibe
que las tropas enviadas al norte fuesen acompafiadas por
mujeres®, medida que al parecer, no fue debidamente seguida,
como queda en evidencia en una carta enviada por R.
Sotomayor, Ministro de Guerra en Campafia, al General en
Jefe del Ejército, desde Pisagua en diciembre de 1879,dela
cual rescataremos algunos fragmentos muy interesantes:

“Voy a llamar la atencién de S.S. sobre un punto de
vital importancia, que se relaciona intimamente con la higiene
general del ejército: Me refiero a la causa que determina la
generalizacion del mal venéreo de la tropa.”

Luego describe la importancia de detener esta
enfermedad debido a los graves dafios que puede generar
entre los soldados y que podrian ser relevantes en el éxito
de la Guerra del Pacifico diciendo: “... cuando se destruye al
soldado por afecciones que, como la sifilitica, atacan en
variadas formas todo el organismo, aniquilan sus fuerzas y
le inutilizan siempre por un largo tiempo, cuando no
absolutamente. ”

Mas adelante en la carta deja entrever la gravedad y
expansion que tiene la sifilis entre los soldados y la
posibilidad de que muchos de ellos hayan llegado enfermos
desde sus ciudades de origen, “ Actualmente puede fijarse
en cincuenta por ciento el niimero de estos enfermos en el
Hospital de Pisagua, sin duda que gran parte de estos,
deben haber venido enfermos del Sur, pues si la recluta no
se ha hecho con sujecion a las siglas cientificas y que en el
campo de Antofagasta, no se tomaron medidas habiendo
alli afluencia de mujeres para morigerar en cuanto hubiera
sido posible sus peligrosas relaciones”. Haciendo una clara
asociacion entre la sifilis y la prostitucién, més adelante
sefiala con mayor fuerza, escribiendo:

“Hoy ya comienzaa poblarse Pisagua, siendo franca
la entrada para toda clase de gente, y eso propicia el momento
para impedir la internacion de mujeres que debemos suponer
infectadas, y que pueden traer la ruina y descomposicién de
nuestro ejército, siendo el germen de desarrollo y medio de
propagacién de los males que he apuntado, como de las
afecciones gonorreicas, y los bubones y reumatismos que
de estos se derivan.”

Por ultimo sefiala el remedio mas eficaz para detener
esta grave situacion: necesidad de impedir
absolutamente la entrada de mujeres a la plaza de Pisagua,
como unico y eficaz remedio de evitar en su origen, el mal
que debemos evitar a toda costa. Una sola mujer enferma




puede infestar a un regimiento- este es el hecho en su fria
realidad y desnudez.”

Lamentablemente, las medidas que fueron tomadas con
el fin de detener la expansién de las enfermedades venéreas
fueron tardias e insuficientes y la tasa de infeccién venérea
se mantuvo alta durante toda la guerra (8), aunque no se
debe descartar que las pocas y a veces insuficientes medidas
tomadas, al menos lograron controlar, en cierta medida, la
enfermedad y esto de no haberse llevado a cabo,
probablemente hubiese hecho muy dificil la victoria de las
armas chilenas en la Guerra del Pacifico.

CONCLUSIONES

La Sifilis desde su aparicién desconcerté a los
médicos de la época, a quienes se presentaba como una
entidad nueva e ignorada por los autores clésicos. Su
rapidisima difusion, que no perdonaba jerarquias, y también
los quebrantos y la mortandad con que atacaba a sus
victimas aterrorizaron a la sociedad entera: la inequidad traia
hambre, el hambre acarreaba la prostitucién, y ella diseminaba
las semillas de este mal, de persona en persona, de ciudad en
ciudad, cimentando finalmente el origen de esta enfermedad
en los problemas sociales de la época.

Empero, la difusién de esta enfermedad permiti6 el
desarrollo de observaciones y estudios mas certeros respecto
a su caracterizacién, origen y propagacién, pudiéndose asi
elaborar mejores medidas para su tratamiento, identificacion
de otras enfermedades venéreas, y sobre todo, control. Se
logré cubrir el abismo de la ignorancia con soluciones mas
eficaces que la discriminacién, la mentira y la vergiienza que
ocasionaba en las personas de esta sociedad, tratindola
como la enfermedad que es y no como el castigo a un
“pecado” o atribuyéndola a un mal de toda la sociedad y no
s6lo de las clases mas desvalidas.

Asi podemos ver como el estudio y la comprensién de
esta enfermedad hacen notar la importancia de que el Estado
deba crear una normativa para el control de prostitutas, como
una medida para combatir el problema de la propagacién,
que alcanz¢ hasta las huestes del ejército.

Es de notar también la importancia que se otorga a la
Higiene Publica como forma de control para este tipo de
enfermedades venéreas, ya que si bien la prostitucién era
una actividad desarrollada principalmente por las clases mas
bajas como una forma de trabajo, ello no quita el hecho de
que las clases altas requerian de estos servicios “ofrecidos”,
llevando el mal desde prostitutas a “caballeros”, y de estos
a sus nobles esposas, aumentando la diseminacién de este
mal a cada rincén de la sociedad, sin discriminacion.

Asi, conociendo nuestra historia deberiamos ser
capaces de prevenir que situaciones similares se repitan,
evitando de este modo, el resurgimiento de esta enfermedad,
como también la aparicion de nuevas epidemias venéreas
que hoy en dia conocemos. Cabe destacar que no debemos
bajar la guardia ante esta situacién, pues el inminente
aumento de pacientes con sifilis nos recuerda que aun no
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hemos aprendido la leccién sobre las medidas de higiene
publica.
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