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TAPA
Variantes del SARS-CoV-2

En la medida en que los virus se replican, se encuentran conti-
nuamente cambiando su genoma como resultado de la selec-
cién genética, presentando cambios genéticos menores por
mutacién y cambios genéticos importantes por recombinacion.
Los virus de ARN (como es el caso del coronavirus SARS-CoV-2)
tienen altas tasas de mutacidn, hasta un millén de veces mas
altas que sus huéspedes. Solo las mutaciones que noiinterfieren
con las funciones esenciales del virus pueden persistir. La re-
combinacién ocurre cuando los virus coinfectados intercambian
informacién genética y como resultado crean un nuevo virus.
Una variante se denomina “cepa” cuando muestra propiedades
fisicas distintas. Una cepa es una variante que se construye de
manera diferente y, por lo tanto, se comporta de manera dife-
rente del virus que la origina.

Entre las posibles consecuencias de la aparicién de variantes
genéticas se encuentra el incremento en la capacidad de: pro-
pagarse mas rapidamente en las personas, causar una enfer-
medad mas leve o grave, evadir la deteccién mediante pruebas
diagnésticas virales especificas, disminuir la susceptibilidad
a agentes terapéuticos como los anticuerpos monoclonales y
evadir la inmunidad natural o inducida por vacunas. Los virus
evolucionan rapidamente para asegurar su replicacién y persis-
tencia en un huésped o poblacién susceptible.

En los dltimos afos, los datos de las secuencias genéticas de
los patdgenos han adquirido un papel crucial en la deteccidn y
el manejo de los brotes de enfermedades infecciosas, contribu-
yendo al desarrollo de pruebas diagndsticas, medicamentos y
vacunas y orientando la respuesta sanitaria. La secuenciacion
permite detectar cambios en el genoma que pueden alterar las
caracteristicas de la infeccién virica.

En el SARS-CoV-2, ciertos cambios genéticos (poco frecuentes)
pueden provocar modificaciones que le proporcionan una ven-
taja selectiva como una mayor transmisibilidad, la capacidad de
producir cuadros clinicos mas severos, la evasion de la respues-
ta inmune neutralizante generada tras una infeccién previa o
posterior a la vacunacidn, la afectacién de la efectividad de los
medicamentos utilizados para el tratamiento de COVID-19, los
medios de diagndstico u otras medidas de salud plblicay social.
Detectar esos cambios y demostrar su repercusién constituye
un desafio.

Desde la primera identificacion del SARS-CoV-2, se han regis-
trado mas de 280000 secuencias genémicas completas en
bases de datos de acceso publico. La inmediatez del analisis
de los datos ha repercutido en gran medida en la respuesta de
la salud publica. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS], en
colaboracién con redes de expertos, autoridades nacionales,

Disefio de tapa y Diagramacion interior NARANHAUS instituciones e investigadores, ha estado vigilando la evolucién
Impresién Digital SERVICOP
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del SARSCoV-2, para que, en caso de detectarse mutaciones
de importancia, se pueda informar a los paises y a la poblacién
oportunamente sobre cdmo dar respuesta ante la nueva varian-
te y prevenir su propagacion.

La aparicién de variantes que suponian un mayor riesgo para la
salud publica mundial a finales de 2020 motivé a utilizar catego-
rias especificas denominadas “variantes de interés” (V0I] y “va-
riantes de preocupacion” (VOC), con el fin de priorizar el segui-
miento y la investigacion, y orientar la respuesta a la pandemia.

Denominacidn de las variantes del SARS-CoV-2

Se han desarrollado diferentes sistemas para nombrar y ras-
trear los linajes genéticos del SARS-CoV-2 y otros virus como la
Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID), que ha
descrito hasta ahora 8 clados globales, o la plataforma Nexts-
train, que analiza la epidemiologia molecular del SARS-CoV-2 y
proporciona una coleccién de herramientas de cédigo abierto
para visualizar la genética. En ella se han identificado hasta
ahora 11 clados principales. Otra iniciativa es Pango, un sitio
web que documenta los linajes actuales y su propagacion y
que cuenta con varias herramientas de software para realizar
analisis enlos datos de las secuencias. Con el fin de contribuir a
los debates publicos sobre las variantes, se simplificé la deno-
minacién para las V0Ol y las VOC utilizando etiquetas basadas

en el alfabeto griego.

Una variante viral se considera VOI, si tiene cambios fenotipi-
cos en comparacion con un aislamiento de referencia y si se ha
identificado que causa transmisién comunitaria, mdltiples ca-
sos o clusters de casos de la COVID-19 o se ha detectado en
varios paises. Estas mutaciones estan asociadas con cambios
en la unién con los receptores celulares, una reduccién en
la neutralizacién mediada por anticuerpos y un aumento en la
transmisibilidad o en la severidad de la enfermedad (aumento
en las hospitalizaciones y/o muertes).

Unavariante del SARS-CoV-2 se consideraVOCsi,através deuna
evaluacion comparativa, se ha demostrado que estd asociada
con un aumento de la transmisibilidad o cambio perjudicial en
la epidemiologfa de la COVID-19; a un aumento de la virulencia
o cambio en la presentacion clinica de la enfermedad y a una
disminucidn de la eficacia de las medidas sociales y de salud
publica o de los diagnésticos, vacunas y terapias disponibles.

Variantes de interés y de preocupacién mas relevantes

El 12 de julio de 2021, el Ministerio de Salud de la Nacion emitié
una alerta epidemioldgica ante la deteccidn de 9 nuevos casos
devariante Delta en viajeros internacionales, quienes, en suma-
yoria, presentaron resultados negativos al ingreso y se detecta-
ron como positivos en los dias posteriores.

WHO Pango GISAID Nextstrain Earliest documented Date of
label lineage clade clade samples designation
Variants of Concern (VOCs)
GRY (formerly United Kingdom
Alpha B.1.1.7 201 (Vv3) 18/Dec/2020
GR/501Y.V1) Sep-2020
South Africa
Beta B.1.351 GH/501Y.v2 20H (v2) 18/Dec/2020
May-2020
Brazil
Gamma P.1 GR?501Y.V3 20J (V3) 11/Jan/2021
Nov-2020
India VOI:4/Apr/2021
Delta B.1.617.2 G/478K.V1 21A
Oct-2020 VOC:11/May/2021
Variants of interest (VOIs)
. B.1.427 United States of America
Epsilon GH/452R.V1 21C 5/Mar/2021
B.1.429 Mar-2020
Brazil
Zeta p.2 GR/484k.V2 20B/S.484K 17/Mar/2021
Apr-2020
Multiple countries
Eta B.1.525 G/484K.V3 21D 17/Mar/2021
Dec-2020
Philippines
Theta P.3 GR/1092K.V1 21E 24/Mar/2021
Jan-2021
United States of America
Lota B.1.526 GH/2536.V1 21F 24/Mar/2021
Nov-2020
India
Kappa B.1.617.1 G/452R.V3 21B 4/Apr/2021
Oct-2020
Peru
Lambda C.37 GR/4520.V1 20D 14/Jun/2021
Aug-2020
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mente en las secciones de Resultados y Discusion) para aclarar sus
contenidos. Debe estar escrito en procesador de texto Word, en tama-
fio de pagina A4, con mérgenes de al menos 25 mm, empleando letra
Arial tamafio 12. Usar doble espacio, incluyendo la pagina del titulo,
resumen, texto, agradecimientos, referencias bibliograficas, tablas
individuales y leyendas. Numerar las paginas consecutivamente em-
pezando con la pagina del titulo. Poner el nimero de la pagina en la
esquina inferior derecha de cada pagina.

5.2. La primera pagina debe contener:

a) Eltitulo que debe ser conciso pero informativo.

b) El apellido y luego, separado por coma, los nombres completos de
los autores, lo cual debe ir seguido de punto y coma, y los datos del
siguiente autor. A continuacién del nombre de cada autor, se debe
colocar, a modo de superindice, el nimero que haga referencia al
lugar de trabajo al que pertenece dicho autor. El autor al cual debe
ir dirigida la correspondencia debe ser destacado con un asterisco
también a modo de superindice (Ej.: Ramirez, Juan Carlos*; Benitez,
Laura®; Romero, Mario?).

c) Cada lugar de trabajo con el nimero asignado al autor correspon-
diente. No se deben emplear abreviaturas. Debe constar primero el
nombre del servicio o laboratorio, luego el correspondiente al depar-
tamento y por Ultimo el de |a institucidn, todo separado por comas y
seguido de punto. A continuacion, se debe incluir el nombre de la ciu-
dad, la provincia y el pais, también separados por comas y con punto
final (Ej.: Laboratorio de Lipidos y Aterosclerosis, Departamento de
Bioguimica Clinica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad
de Buenos Aires. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina).

d) Nombre completo del autor responsable de recibir la corresponden-
cia, su lugar de trabajo, la direccién postal, y la direccién de e-mail.

5.3. La segunda pagina debe contener:

a) El resumen en castellano de no mas de 250 palabras. Debe estar
estructurado de la siguiente manera: introduccién, objetivos, ma-
teriales y métodos, resultados y conclusiones. Se deben incluir
dichos subtitulos de manera explicita. El resumen debe establecer
los propdsitos del estudio o investigacién, procedimientos basicos
(seleccion de los sujetos de estudio o animales de laboratorio; mé-
todos de observacién y analiticos), los hallazgos principales y las
conclusiones mas relevantes. Deberia enfatizarse en los aspectos
nuevos e importantes del estudio u observaciones. Se recomienda
incluir los valores correspondientes a los hallazgos mas relevantes
acompaiiados de la forma de expresion de los mismos (Ej.: Media +
D.E) y el tratamiento estadistico, si correspondiese. En el resumen
no se deben utilizar abreviaturas.

b) Palabras clave. Los autores deben colocar, e identificar como tales,
tres a diez palabras clave o frases cortas que serviran para la indi-
zacién cruzada del articulo y deben ser publicadas con el articulo.

5.4. La tercera pagina debe contener:

a) Titulo en inglés americano. Debe cumplir los mimos requisitos que el
titulo en castellano.

b) Resumen en inglés americano (Abstract). Debe cumplir los mimos
requisitos que el resumen en castellano e incluir los siguientes sub-
titulos: introduction, objectives, materials and methods, results y
conclusions.

c) Palabras clave en inglés americano (Key words). Deben cumplir los
mismos requisitos que las palabras clave en castellano.

5.5. Las paginas subsiguientes, comenzando cada seccién en pagina

aparte, deben contener:

a) Introduccién. En la introduccién, se debe expresar el contexto o los

antecedentes del estudio (por ejemplo, la naturaleza del problema

y su importancia) y enunciar el propésito especifico u objetivo de

la investigacidn o la hipétesis que se pone a prueba en el estudio u

observacién. Amenudo, la investigacién se centra con mas claridad

cuando se plantea como pregunta. Tanto los objetivos principales
como los secundarios deberan estar claros, y debera describirse
cualquier analisis de subgrupos predefinido. Se deben incluir sélo las

referencias que sean estrictamente pertinentes y no afadir datos o

conclusiones del trabajo que se presenta.

Materiales y Métodos. Debe describir detalladamente los sujetos

experimentales, el equipamiento, los reactivos y los procedimien-

tos utilizados, con la inclusién de las marcas registradas cuando
corresponda y referencias al utilizar métodos establecidos. Indicar
las consideraciones éticas que correspondan si han participado

en el estudio seres humanos (Aprobacién por comités de ética y

obtencién de consentimiento informado). Se recomienda dividir la

seccién Materiales y Métodos mediante el empleo de subtitulos en
el caso de ser demasiado extenso. Incluir una seccién de “Analisis
de datos” en la cual se describan las formas de expresién de los re-
sultados y los métodos estadisticos empleados, si correspondiese.
Estos deben ser descriptos con suficiente detalle para permitir que
un lector experto con acceso a los datos originales pueda comprobar
los resultados que se presentan. Cuando sea posible, cuantificar los
hallazgos y presentarlos con los indicadores de medida de error o de
incertidumbre adecuados (como los intervalos de confianza). Evitar
basarse Unicamente en la comprobacion de hipétesis estadisticas,
como el uso de valores P, que no dan informacién sobre la magnitud
del efecto. Siempre que sea posible, las referencias sobre el disefio
del estudio y los métodos estadisticos deberan corresponder a ma-
nuales o articulos clasicos (con los nimeros de pagina incluidos).

Definir también los términos estadisticos, abreviaturas y la mayoria

de simbolos. Especificar el software utilizado.

c) Resultados. Presentar los resultados siguiendo una secuencia logica
en el texto, tablas e ilustraciones, y destacando en primer lugar los
hallazgos mas importantes. No repetir en el texto los datos de las
tablas oilustraciones; resaltar o resumir sélo las observaciones mas
importantes. Los materiales extra o suplementarios y los detalles
técnicos pueden situarse en un anexo donde se puedan consultar
para no interrumpir la secuencia del texto. Cuando los datos se re-
suman en este apartado, los resultados numéricos no sélo deben
presentarse los derivados (por ejemplo, porcentajes], sino también
los valores absolutos a partir de los cuales se calcularon, y especifi-
car los métodos estadisticos utilizados para analizarlos. Limitar el
numero de tablas y figuras a las estrictamente necesarias para ilus-
trar el tema del articulo y para evaluar su grado de apoyo. Usar grafi-
cos como alternativa a las tablas con muchas entradas; no duplicar
datos en los gréaficos y tablas. Evitar usos no técnicos de términos

b
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estadisticos, como “azar” (que implica un dispositivo de aleatoriza-
cioén), “normal,” “significativo,” “correlaciones” y “muestra”. Cuando
sea cientificamente adecuado, incluir andlisis en funcion de varia-
bles como la edad y el sexo.
) Discusién. Destacar los aspectos mas novedosos e importantes del
estudio y las conclusiones que de ellos se deducen, contextualizan-
dolos en el conjunto de las evidencias mas accesibles. No repetir en
detalle datos u otro material que aparezca en la Introduccién o en
el apartado de Resultados. En el caso de estudios experimentales,
es Util empezar la discusion resumiendo brevemente los principa-
les resultados; a continuacién, explorar los posibles mecanismos o
explicaciones de dichos hallazgos, comparar y contrastar los resul-
tados con los de otros estudios relevantes, exponer las limitaciones
del estudio, y explorar las implicaciones de los resultados para fu-
turas investigaciones y para la practica clinica. Relacionar las con-
clusiones con los objetivos del estudio, evitando hacer afirmaciones
rotundas y sacar conclusiones que no estén debidamente respalda-
das por los datos. En particular, evitar afirmaciones sobre los costes
y beneficios econémicos a menos que el manuscrito incluya datos
econdmicos con sus correspondientes analisis. Evitar afirmaciones
o alusiones a aspectos de la investigacion que no se hayan llevado a
término. Cabe la posibilidad de establecer nuevas hipétesis cuando
tengan base, pero calificandolas claramente como tales.
Agradecimientos. Una o méas declaraciones deben especificar (a)
Las contribuciones que necesitan agradecerse pero que no jus-
tifican una autoria, tales como apoyo general por una jefatura de
departamento; (b]) Agradecimientos al apoyo técnico; (c) Agradeci-
miento al apoyo financiero y material, que debe especificar la natu-
raleza del apoyo; (d) Las relaciones que pueden tener un conflicto
de intereses. Las personas que han contribuido intelectualmente
al articulo, pero cuyas contribuciones no justifican una autoria,
pueden ser mencionadas y sus funciones o contribuciones pueden
ser descritas -por ejemplo, “asesor cientifico”, “revisién critica de
los propésitos del estudio”, “recoleccién de informacién” o “partici-
pacion en el ensayo clinico”; tales personas deben haber dado sus
permisos para ser mencionadas. Los autores son responsables de
obtener los permisos escritos de las personas a quienes se agrade-
ce, porque los lectores pueden inferir su endosamiento de la infor-
macién y conclusiones. La ayuda técnica debe ser agradecida en
un parrafo aparte de los agradecimientos de otras contribuciones.

6. Aspectos que deben tenerse en cuenta en la redaccion del manus-
crito (Normas Vancouver actualizadas al 2016)

6. 1. Citas bibliograficas:

Es la presentacion textual o resumida, de ideas expresadas por

otros autores que sirven de apoyo al investigador, se contraponen a lo

q

ue él dice o aportan mayor informacién sobre un tema determinado.

Las citas son un tipo de texto incrustado en otro texto.

Las citas en estilo Vancouver por lo general utilizan un sistema de

secuencia numérica. Son numeradas consecutivamente en el orden de

a

paricién en el texto. Se identifican con nidmeros arabigos entre cor-

chetes, ejemplo [1].

a

) Tipo de citas

» Cita directa: La que se transcribe textualmente. Ejemplo: “La cita
textual breve, de menos de cinco renglones, se inserta dentro del
texto entre comillas, y el nimero correspondiente se coloca al final,
después de las comillas y antes del signo de Puntuacién” [3].

» Cita corta: Menos de cinco renglones.

» Cita larga: Mds de cinco renglones. Se escribe fuera del texto, dejan-
do doble espacio y sangria, entre comillas y en bastardilla.

e Cita indirecta: Mencién de las ideas de un autor con palabras de
quien escribe. Se escribe dentro del texto sin comillas, el nimero de

la referencia se escribe inmediatamente después de citar su idea.
Ejemplo: La mortalidad infantil conduce a empeorar la calidad de
vida de Medellin [5].

b) Tipo de cita segin redaccion

» (Cita integral: Es aquella donde el nombre del autor forma parte de la
oracién. El nombre se integra dentro del texto. El nimero de la referen-
cia se escribe después del apellido del autor y antes de citar su idea.
Ejemplos:

Como dice Londofio [5] la mortalidad infantil conduce a empeorar la
calidad de vida de Medellin. Cita Indirecta

Segdin Sanz Pinyol [1] “Desde el punto de vista de la caracterizacion
de los discursos, en el aula suelen producirse diferentes géneros” Cita
directa

* Cita no integral: No se menciona el nombre del autor dentro del texto.
Ejemplos:
€ lamortalidad infantil conduce a empeorar la calidad de vida de Mede-
llin [5]. Cita Indirecta
“Desde el punto de vista de la caracterizacién de los discursos, en el
aula suelen producirse diferentes géneros” [ 1]. Cita directa

6. 2. Referencias bibliograficas:

* Conjunto de datos suficientemente detallados que permite identificar
un documento. Deben ser numeradas consecutivamente en el orden
en que son mencionadas en el texto. Identificar las referencias en el
texto, cuadros y leyendas con nimeros arabigos entre corchetes. Las
referencias citadas sélo en los cuadros o en las leyendas de las figuras
deben ser numeradas de acuerdo con la secuencia establecida por la
primera identificacion en el texto del cuadro o figura particular.

e Usar el estilo basado en los formatos utilizados por el US National Li-
brary of Medicine (NLM) en el Index Medicus. Los titulos de las revistas
deben ser abreviados de acuerdo al estilo que utiliza el Index Medicus.
Consultar la lista de revistas indizadas en el Index Medicus, publicado
anualmente como una separata por la NLM y como una relacién en el
volumen del mes de enero del Index Medicus.

* Evitar el uso de los resimenes como referencias. Las referencias a ar-
ticulos aceptados pero no publicados deben ser designadas como “en
prensa” o “en avance”; los autores deben obtener permiso por escrito
para citar tales articulos asi como la verificacién de que ellos han sido
aceptados para publicacidn. La informacién de los manuscritos remiti-
dos pero no aceptados debe ser citada en el texto como “observacio-
nes no publicadas” con el consentimiento escrito de los autores.

¢ No citar una “comunicacién personal” a menos que proporcione infor-
macién esencial no disponible de una fuente publica, en cuyo caso el
nombre de la persona y la fecha de la comunicacién deben ser citados
entre paréntesis en el texto. Para los articulos cientificos, los autores
deben obtener permiso por escrito y confirmacion de exactitud de la
fuente de la comunicacién personal.

* Las referencias deben ser verificadas por el autor o autores en los do-
cumentos originales.

* El estilo de Requisitos Uniformes (de Vancouver) se basa principalmen-
te en el estilo estandar ANSI adaptado por la NLM para su base de datos.

a) Articulos de revistas

e Mencionar los seis primeros autores seguidos por et al [Nota: la NLM

ahora menciona hasta 25 autores; si hay mas de 25 autores, la NLM
menciona los 24 primeros, luego el ltimo autor seguido de et al): Vega
KJ, Pina |, Krevsky B. Heart transplantation is associated with an in-
creased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med 1996jun 1;
124 (11):980-3.
Como una opcidn, si una revista lleva paginacién continua a través de
un volumen (como muchas revistas médicas lo hacen), el mes yel
ndmero del volumen pueden ser omitidos: Vega KJ, Pina |, Krevsky B.
Heart transplantation is associated with an increased risk for pancrea-
tobiliary disease. Ann Intern Med 1996; 124: 980-3.



* Mas de seis autores:
Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP, Ivanov E, et al.
Childhood leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year follow-up. Br j
Cancer 1996; 73: 1006-12.

* La organizacién como autor:
The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise
stress testing. Safety and performance guide-lines. Med J Aust 1996;
164:2824.

* Sin autor mencionado:
Cancer in South Africa (editorial]. S Afr Med J 1994; 84: 14.

* Articulo no escrito en inglés:
Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral inftapatellar seneruptur
hos tidligere frisk kv-vinne. Tdsskr Nor Laegeforen 1996; 116: 412.

* Volumen con suplemento:
Shen M Zhang QF. Risk assessement of nikel carcinogenicity and oc-
cupational lung cancer Environ Health Perspect 1994; 102 Suppl 1:
275-82.

* Nimero con suplemento:
Paybe DK, Sullivan ME, Massie MJ. Women'’s psychological reactions to
breast cancer. Semin Oncol 1996; 23 (1 Suppl 2. 89-97).

* Volumen con parte:
Ozben T, Nacirarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in non-
insulin dependent diabetes mellitus. Ann Clin Biochem 1995; 32 (Pt 3):
303-6.

* Numero con parte
People GH, Mills SM. One Hundred consecutive cases offlap lacerations
of the leg in ageing patients. N Z Med J 1994,107 (986 PH): 377-8.

* Nimero sin volumen
Turan |, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle arthrodesis in
rheumatoid arthritis. Clin Orthop 1995; (320): 110-4.

¢ Sin nimero, ni volumen:
Browell DA, Lennard TW. Inmunologic status of the cancer patient and
the effects of blood transfusion on antitumor responses. Curr Opin Gen
Surg 1993; 325-33.

* Compaginacién en nimeros romanos:
Fisher GA, Sikie Bl. Drug in clinical oncology and hematology. Introduc-
tion. Hematol Oncol Clin North Am 1995 Apr 9(2]): i xii.

* Tipo de articulo indizado tal como es requerido:
Enzensberger W, Fischer PA. Metronome in Parkinson’s disease [car-
ta]. Lancet 1996; 347 1337.

Clement J, De Bock R. Hematological complications of hantavirus ne-
phropathy (HVN) [resumen] Kidney Int 1992; 42: 1285.

* Articulo conteniendo una retractacién:
Garcy CE, Schwarzman AL, Rise ML. Ceruloplasmin gene defect asso-
ciated with epilepsy in EL mice [retraction de Garey CE, Schwarzman
AL, Rise ML. In: Nat Genet 1994; 6.: 426-31]. Nat Genet 1995,11: 104.

® Articulo retractado:
Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBPgene expresion during
mouse development (retractado en Invest Ophthalmo Vis Sci 1994; 35:
31271. Invest Ophthalmol Vis Sci 1394; 35: 1083-8.

* Articulo con errata publicada:
Hamlim JA, Kahn AM. Herniorraphy in symptomatic patients following
inguinal hernia repair [publicado con errata en West J Med 1995; 162.
2781]. West J Med 1995; 162 28-31.

b) Libros y otras monografias

e Autor (0 autores) personal:
Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2nd
ed. Albany (NY): Delmar Publisher; 1996.

* El editor(es), compilador(es) como autor:
Norman IJ, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people.
New York; Churchill Linvingstone; 1996.

* Una organizacién como autor y editor:
Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medical pro-
gram. Washington (DC): The Institute; 1992).

* Un capitulo en un libro:
Phillips SJ, Whisnant JP Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Bren-
ner BM, editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis, and mana-
gement. 2nd ed. New York: Kaven Press; 1995. p. 465-78.
e Libro de congreso:
Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical neurophy-
siology. Proceedings ofthe 10th International Congress ofEMG and
Clinical Neurophysiology; 199 Oct 1519; Kyoto, Japan. Amsterdam:
Elsevier;1996.
* Ponencia de un congreso:
Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and
security in medical informatics. In: Lun KC. Degouler P, Piemme TE,
Rienhoff 0, editors MEDINFO 92 m Proceedings of the ?th World Con-
gress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10, Geneva, Switzerland.
Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.
c) Informe cientifico o técnico
* Emitido por la agencia financiante o auspiciadora:
Smith P, Golladay K Payment for durable medical equipment billed
during skilled nursing facility stays. Final report Dallas (TX): Dept. of
Health and Human Services (US), Oficce of Evaluation and Inspections;
1994 Oct. Report N° HHSIGOEI69200860.
* Emitido por la agencia ejecutante:
Field MJ, Tranquada RE, FeasleyJC, editors. Health services research:
work force and educational issues. Washington: National Academy
Press; 1995. Contract N’AHCPR282942008. Sponsored by the Agency
for Health Care Policy and Research.
d) Disertacion
Kaplan SJ. Post-hospital home health care; the elderly’s access and uti-
lization [dissertation]. St Louis (MO): Washington Univ; 1995.
e) Patente
Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors; Novoste Corporation, assig-
nance. Methods for procedures related to the electrophysiology of the
heart. US patent 5.529,067, 1995 Jun Material publicado.
f) Articulo de periddico
Lee G. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates 5000
admissions annually. The Washington Post 1996; jun 21; Sect. A:3
(col5).
g) Material audiovisual
HIV+/AIDS: the facts and the future [videocassettel. St Louis (MO0):
Mosby-Year Book 1995.
c) Material legal
h) Ley Publica
Preventive Health Amendments of 1993, PubL. N° 103-183,107Stat,
2226 (Dec. 14,1993]).
i) Dispositivo no decretado
Medical Records Confidentiality Act of 1995, S. 1360, 104th Cong. 1st
Sess (1995).
j) Cédigo de regulaciones federales
Informed Consent, 42 C.F.R. Sect. 441. 257 (1995).
k) Material inédito
* Enprensao “en avance”:
Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Eng J Med.
En prensa 1997
1) Material electrénico
* Articulo de una revista en formato electrénico:
Morse SS. Factors in the emergence of infections diseases. Emerg
Infect Dis [serial on line] 1995 Jan-Mar [cited 1996Jun 5], 1(1): [24
screens]. Available from: VRL: http.//www.cdc.gov/ncidod/EID/eid. htm.
* Monografia en formato electronico:
CDl, clinical dermatology illustrated [monograph on CD-ROM]. Reeves
JRT, Malbach H, CMEA Multimedia Group, producers. 2nd ed. Version 20.
San Diego: CMEA; 1995.
* Archivo computarizado:
Hemodynamics 111: the ups and downs of hemodynamics [computer



program]. Version 2.2 Orlando (FL): Computarized Educational Sys-
tems; 1993.

?.Tablas

Todas las tablas deben agruparse a continuacién de las leyendas
de las figuras, cada una en pagina separada. Deberan estar numera-
das secuencialmente con nimeros romanos, contener un tituloy acla-
raciones al pie de la tabla, si fuese necesario. Al pie de cada tabla debe
figurar la aclaracion de las abreviaturas empleadas, asi como toda la
informacion relacionada con la forma de expresién de los resultados y
el tratamiento estadistico que los autores consideren necesaria. Las
tablas deben ser comprensibles por si mismas. Para la elaboracién de
las tablas, se recomienda utilizar el procesador de texto Word y selec-
cionar el Estilo de Tabla “Tabla basica 1”.

8. Figuras

Todas la figuras deben agruparse a continuacion de las tablas, cada
una en pagina separada. Deberan estar numeradas secuencialmente
con ndmeros arabigos. Las fotografias y las figuras podran tener colo-
res, aunque en el caso de las figuras el fondo debe ser blanco. El titulo
de las figuras no debe incluirse junto a las mismas sino en la seccién
“Leyendas de Figuras”. En dicha leyenda debe incluirse el titulo de la fi-
gura, la aclaracion de las abreviaturas empleadas y toda la informacién
relacionada con la forma de expresion de los resultados y el tratamiento
estadistico que los autores consideren necesaria. En caso de figuras, fo-
tograffas o tablas tomadas de otra publicacién, se debe citar la fuente y
ademads enviar el permiso escrito otorgado por el propietario intelectual
de dicho material para que el mismo sea publicado en ByPC.

9. Revisiones, cartas al editor, informes guias y consensos

Las revisiones, cartas al editor, informes guias y consensos seran
usualmente solicitados por el Comité Editorial de la Revista a autores
considerados expertos en el campo, la disciplina o la especialidad en
cuestion. Sin embargo, seran consideradas para su publicacién las
que fueran enviadas espontaneamente. Deberan seguir los linea-
mientos expuestos para la publicacién de articulos originales, con
la diferencia de que su texto no necesitara contar con resultados y
discusién. En el caso particular de las revisiones, deben contener un
minimo de 20 referencias bibliograficas completas y actualizadas a
los fines del tema tratado.

10. Ortografia y formas de expresién

* Se debe evitar la utilizacién de palabras en otros idiomas y, cuando
ello sea indispensable, deberan ser colocadas en itélica (Ej. in vitro).

* El estadistico “p” debe ser escrito en minuscula.

* En la expresion de los resultados, se debe dejar espacio entre
la cifras y los simbolos o las unidades (Ej.: p < 0,05; 32 + 2 g/1].
* Unidades: se deben emplear las unidades utilizadas mas fre-
cuentemente en nuestro medio para cada analito (Ej.: glucosa,
urea, acido drico, lipidos, lipoproteinas, apoproteinas en mg/dl].
* Las abreviaturas deben ser aclaradas la primera vez que apare-
cen en el texto ubicandolas entre paréntesis, a pesar de que se
trate de abreviaturas ampliamente conocidas (Ej. hemoglobina

(Hb)). Asuvez, siembre deben ir seguidas de un punto.

* En la expresién de los resultados, tanto la media como la me-
diana deben contener la misma cantidad de decimales que sus
respectivos desvios estandar, errores, percentilos o rangos (Ej.
9,25+0,78).

* En la expresién de los resultados, la separacién entre el entero y
los decimales se debe hacer mediante comas y no con puntos lo
cual es propio del idioma inglés (3,25), excepto para el resumen
en inglés (Abstract), en el cual se deben emplear puntos (3.25).

* En el texto, cuando un nimero aparece al principio de la oracidn,
debera ser escrito en letras (Ej. Veinte pacientes..).



Por favor, tenga a bien responder las siguientes preguntas por
Sl o por NO y realice todos los comentarios que justifiquen su

D REV'STA BlOOUl,Ml[:A respuesta. Si lo considera necesario, puede agregar otros items
(] D V Y PATOLOGIJA CLINICA  noincluidos en el formulario.

Sus comentarios seran remitidos al autor sin identificar la
fuente y sus sugerencias seran de gran ayuda para éste y para
Formulario Guia para la evaluacion de manuscritos los editores de la Revista.

SECCION SI/NO COMENTARIOS

Titulo

¢Contiene el objeto de estudio y menciona las principales variables estudiadas?

¢Emplea abreviaturas, acrénimos, simbolos o formulas poco conocidas?

¢Es una representacion breve y precisa del contenido del articulo?

Introduccion

¢Estan bien resumidos los antecedentes del tema de estudio y son pertinentes al mismo?

¢Esta claramente definido el objetivo principal?

Materiales y métodos

¢La poblacion y / o muestra estudiada esta claramente definida?

¢Se menciona con claridad el disefio metodolégico?

¢Los métodos aplicados estan desarrollados con claridad y suficientes detalles?

¢El tratamiento estadistico es el adecuado?

Resultados

¢Los datos estan bien presentados?

¢Las tablas, las figuras y los gréficos son comprensibles?

¢Existen tablas, graficos o figuras que deban cambiarse, eliminarse o ser agregados?

¢Existe duplicacion de la informacidn entre el texto, las tablas, las figuras y/o gréficos?

Discusion

¢Los resultados son adecuadamente discutidos?

¢Se confrontan con referencias actualizadas de otros autores pertinentes?

¢Existen errores de célculo, interpretacién u omisién?

Conclusiones

¢Las conclusiones se soportan en los datos obtenidos?

éSon correctas y acordes al objetivo planteado para este estudio?

Referencias bibliograficas

¢Se mencionan completamente todas las referencias bibliograficas citadas en el trabajo?

¢Se consignan con el formato establecido para la revista?

Modificaciones sugeridas y recomendaciones para el/los autor/es

Comentarios exclusivos para el editor

Dictamen | Aceptar Aceptar con cambios menores Aceptar con cambios mayores Rechazar
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1. Description of the revision and editing process

The review modality is by double-blind academic peers. Specifically, the
Journal Commission carries out a first evaluation of the work received and sends
it to two reviewers outside the Argentine Biochemical Association, who must be
recognized specialists in the area of responsibility for the work. They must not
belong to the same institution as the authors of the article or have any known
relationship with them. Articles are sent to the reviewers without the name of the
authors, workplace, ddress of correspondence, nor the thanks, safeguarding an-
onymity. The reviewers receive the complete work accompanied by a guide form
for the review with topics that the Magazine Commission considers essential to
prepare the final opinion. The evaluation made by the reviewers must be sent
to the Magazine Commission within the following 30 days. The opinion of the re-
viewers must be explicitly based, itis reserved, as well as their identity. In case of
discrepancyinthe opinion, the Review Commission will go to a third reviewer who
meetsthe samerequirementsastheprevious ones. Theopinionis decided by the
Magazine Commission and is communicated to the authors. The results of the
opinion can be: a) Acceptance without the need for additional modifications; b)
Suggestion of major changes; c) Suggestion of minor changes; and d) Rejection.
The criticisms made of the work, as well as an eventual rejection, must be duly
justified. The evaluation results are final. The authors must respond to the sug-
gestionsmadewithinaperiod notexceeding 30 days fromthereceiptthereof, ex-
cept that due to the nature of the suggestions, a longer period of time is required.
In this case, they must specifically request it from the Magazine Commission.
Once the work has been accepted and communication has been made to the au-
thors, the style and spelling correctionis carried out, in both Spanish and English.
Next,thegalleytestisprepared,whichissenttotheauthors,alongwiththeinstruc-
tions to make the correction. The authors have 5 working days to send the cor-
rectedgalley prooftothe Magazine. Afterthearticleis published, | feelthe possible
self-archiving immediately afterwards (post-print version corrected). The time
elapsed between accepting the job and publishing it ranges from 3 to 5 months.

2. Requirements for the submission of manuscripts

* Double space in all parts of the manuscript (double line spacing].

* Start each section or component on a new page.

* Review the sequence: title; authors; work places; details of the au-
thor of the correspondence; abstract and keywords in caste-plain;
title, abstract and keywords in American English; introduction;
materials and methods; results; discussion; acknowledgments,
bibliographic references, figure legends; boards; and figures (each
on separate pages).

* lllustrations must be no larger than 203 x 254 mm.

* Include permissions to reproduce previously published material or
use illustrations that can identify people.

* Include copyright transfers and other requests.

3. Letter

Letter addressed to the Director of the Magazine in which the publica-
tion of the article is requested. It must contain the title of the work, the
category to which it belongs (see item 4], name and surname of all the
authors, address, telephone numbers and e-mail address of the contact
author. , an alternative e-mail address, a phrase with the value of an af-
fidavit stating that the article meets all the publication requirements in
ByPC, and that the latest version of the manuscript has been read and
approved by all the authors. The works should be done through the the
0JS system on the official website of the ByPC Magazine: http://revista.
aba-online.org.ar/. No work will be received outside of this system. There
are no item shipping or processing charges (APC]. Any questions can be
cleared by entering the instructions or request assistance to revista@
aba.online.org.ar or revistabypc.aba@gmail.com. dne



4. Categories to which the works must be submitted
a) Original articles

b] Clinical cases

c) Reviews

d] Letters to the Editor

e) Reports

f) Guides or Consensus

5. Preparation of the manuscripts

5.1. Overview:

The file should be named only with the last name of the first
author and the legend “y col.” if applicable (Ex .: Pérez et al.). The
text should be divided into sections, with the titles of Introduction,
Materials and Methods, Results and Discussion. Long articles may
require subtitles within some sections (especially in the Results
and Discussion sections) to clarify their content. Must be written
in Word word processor, in A4 page size, with margins of at least 25
mm, using Arial font size 12. Use double space (double line spac-
ing), including title page, abstract, body text of the manuscript,
acknowledgments, bibliographic references, individual tables and
legends. Number the pages consecutively starting with the title
page. Put the page number in the lower right corner of each page.

5.2. The first page must contain:

a) The title that must be concise but informative.

b) The surname and then, separated by a comma, the names com au-
thors’ full, which must be followed by a semicolon, and the data of
the next author. Following the name of each author, the number
that refers to the workplace to which the author belongs belongs,
as a superscript. The author to whom the correspondence should
be addressed should be highlighted with an asterisk also as a su-
perscript (Ex.: Ramirez, Juan Carlos1*; Benitez, Laura2; Romero,
Mario3).

c) Each workplace with the number assigned to the corresponding

author. Abbreviations should not be used. The name of the service

or laboratory must first appear, then the department or section,
and finally the institution, all separated by commas and followed
by period. Next, the name of the city, province and country must
be included, also separated by commas and with an end point (Ex:

Lipid and Atherosclerosis Laboratory, Department of Clinical Bio-

chemistry, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of

Buenos Aires, Autonomous City of Buenos Aires, Argentina).

Full name of the author responsible for receiving the correspon-

dence, their place of work, the postal address, and the e-mail ad-

dress.

d

5.3. The second page must contain:

a) The summary in Spanish of no more than 250 words. It must be
structured as follows: introduction, objectives, materials and
methods, results and conclusions. Such subtitles must be explic-
itly included. The abstract should establish the purposes of the
study or investigation, basic procedures (selection of study sub-
jects or laboratory animals; observation and analytical methods),
the main findings and the most relevant conclusions. Emphasis
should be placed on new and important aspects of the study or ob-
servations. Itis recommended to include the values corresponding
to the most relevant findings accompanied by the form of expres-
sion thereof (Ex.: Mean + SD) and statistical treatment, if applica-
ble. Abbreviations should not be used in the abstract.

Keywords. Authors should place, and identify as such, three to ten
keywords or short phrases that will serve to cross-index the article
and must be published with the article.

b

5.4. The third page must contain:
a) Title in American English. Must meet the same requirements as the
title in Spanish.

Summary in American English, titled with the word Abstract. It
must meet the same requirements as the abstract in Spanish and
include the following subtitles: introduction, objectives, materials
and methods, results and conclusions.

Key words in American English (Key words). They must meet the
same requirements as the keywords in Spanish.

b

(o

5.5. Subsequent pages, beginning each section on a separate page,
must contain:

a) Introduction. In the introduction, you should express the context or
background of the study (for example, the nature of the problem
and its importance] and state the specific or objective purpose of
the research or the hypothesis that is tested in the study or ob-
servation. Often the research focuses more clearly when asked
as a question. Both the primary and secondary objectives should
be clear. Only bibliographic references that are strictly relevant
should be included and no data or conclusions from the work pre-
sented should be added.

Materials and Methods. You should describe in detail the experi-
mental subjects, equipment, reagents, and procedures used, in-
cluding trademarks where applicable and references when using
established methods. Indicate the ethical considerations that
apply if human beings have participated in the study (approval
by Ethics Committees and obtaining Informed Consent). It is rec-
ommended to divide the Materials and Methods section by using
subtitles if it is too long. Include a “Data analysis” section in which
the forms of expression of the results and the statistical methods
used are described, if applicable. These should be described in suf-
ficient detail to allow an expert reader with access to the original
data to verify the results presented. Whenever possible, quantify
the findings and present them with appropriate measurement indi-
cators of error or uncertainty (such as confidence intervals). Avoid
relying solely on the testing of statistical hypotheses, such as the
use of P values, which do not give information on the magnitude
of the effect. Whenever possible, references to study design and
statistical methods should correspond to classic manuals or ar-
ticles (with page numbers included). Also define statistical terms,
abbreviations and most symbols. Specify the software used and
the sample size calculation (if applicable).

c) Results. Present the results following a logical sequence in the
text, tables and illustrations, and highlighting the most important
findings first. Do not repeat the data in the tables or illustrations
in the text; highlight or summarize only the most important obser-
vations. Extra or supplementary materials and technical details
can be placed in an annex where they can be consulted for non-int
break the text sequence. Limit the number of tables and figures to
those strictly necessary to illustrate the topic of the article and to
assess its degree of support. Use graphics as an alternative to ta-
bles with many inputs; do not duplicate data in graphs and tables.
Avoid non-technical uses of statistical terms, such as “chance”
(which implies a randomization device), “normal,” “significant,”
“correlations” and “sample”. When scientifically appropriate, in-
clude analysis based on variables such as age and sex.
Discussion. To highlight the most novel and important aspects of
the study and the conclusions that are deduced from them, con-
textualizing them in the set of the most accessible evidences. Do
not repeat in detail data or other material that appears in the In-
troduction or in the Results section. In the case of experimental
studies, it is useful to start the discussion by briefly summarizing
the main results; next, explore the possible mechanisms or expla-
nations of these findings, compare and contrast the results

b
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with those of other relevant studies, expose the limitations of the
study, and explore the implications of the results for future re-
search and clinical practice. Relate the conclusions to the objec-
tives of the study, avoiding making clear statements and drawing
conclusions that are not properly supported by the data. In par-
ticular, avoid claims about economic costs and benefits unless the
manuscript includes economic data with its corresponding ana-
lyzes. Avoid claims or allusions to aspects of the investigation that
have not been completed. It is possible to establish new hypoth-
eses when they are based, but clearly qualifying them as such.
e) Acknowledgments. One or more statements must specify (a)
Contributions that need to be thanked but do not warrant author-
ship, such as general support by a department head; (b) Thanks
to technical support; (c) Acknowledgment of the financial and
material support, which must specify the nature of the support;
(d) Relationships that may have a conflict of interest. People who
have contributed intellectually to the article, but whose contribu-
tions do not justify authorship, can be mentioned and their func-
tions or contributions can be described -for example, “scientific
advisor”, “critical review of the study’s purposes”, “ information
gathering "or“ participation in the clinical trial ”; such persons must
have given their permissions to be mentioned. Authors are respon-
sible for obtaining the written permissions of those whom they
are thanked, because readers can infer their endorsement of the
information and conclusions. Technical assistance should be ap-
preciated in a paragraph apart from the acknowledgments of other
contributions.

6. Aspects that must be taken into account in the writing of the manu-
script (Vancouver Rules updated to 2016)

6. 1. Bibliographic citations:

It is the textual or summarized presentation of ideas expressed
by other authors that support the researcher, they are op-
posed to what he says or provide more information on a given
topic. Quotations are a type of text embedded in other text.
Vancouver-style dating usually uses a number sequence system.
They are numbered consecutively in the order of appearance in
the text. They are identified by Arabic numbers in square brackets,
example [1].

a) Type of appointments

* Direct quote: The one that is transcribed verbatim. Example: “The
short textual quotation, of less than five lines, is inserted within
the text in quotation marks, and the corresponding number is
placed at the end, after the quotation marks and before the Punc-
tuation mark” [3].

* Short appointment: Less than five lines.

* Long appointment: More than five lines. It is written outside the
text, leaving double space and indentation, between quotation
marks and italics.

* Indirect citation: Mention of the ideas of an author in the words of
the writer. Itis written inside the text without quotes, the reference
number is written immediately after quoting your idea. Example:
Infant mortality leads to worsening quality of life in Medellin [5].

b) Type of appointment according to wording

e Full quote: It is the one where the author’s name is part of the sen-
tence. The name is integrated into the text. The reference number
is written after the author’s last name and before citing her idea.

Examples:

As Londofio [5] says infant mortality leads to worsening the quality
of life in Medellin. Indirect Quote

According to Sanz Pinyol [1] “From the point of view of the char-

acterization of discourses, different genres tend to occur in the
classroom” Direct quote

* Non-integral quote: The author's name is not mentioned in the text.
Examples:

... infant mortality leads to worsening the quality of life in Medellin [5].
Indirect Quote

“From the point of view of the characterization of discourses, different
genres tend to occur in the classroom” [ 1]. Direct appointment

6. 2. Bibliographic references:

* Sufficiently detailed data set to identify a document. They must be
numbered consecutively in the order in which they are mentioned
in the text. Identify the references in the text, tables and legends
with Arabic numbers between square brackets. References cited
only in the tables or in the legends of the figures must be num-
bered according to the sequence established by the first identifi-
cation in the text of the particular table or figure.

Use the style based on the formats used by the US National Li-
brary of Medicine (NLM] in the Index Medicus. Journal titles
should be abbreviated according to the style used by the In-
dex Medicus. Consult the list of journals indexed in the In-
dex Medicus, published annually as a reprint by the NLM and
as a relation in the January volume of the Index Medi-cus.
* Avoid using abstracts as references. References to accepted
but unpublished articles should be designated as “in press” or
“in advance”; Authors must obtain written permission to cite
such articles as well as verification that they have been ac-
cepted for publication. The information of the manuscripts sub-
mitted but not accepted must be cited in the text as “unpub-
lished observations” with the written consent of the authors.
* Do not quote a “personal communication” unless you provide ne
essential information not available from a public source, in which
case the name of the person and the date of the communication
must be cited in parentheses in the text. For scientific articles,
authors must obtain written permission and confirmation of accu-
racy from the source of the personal communication.

* References must be verified by the author or authors in the original

documents.
* The Uniform Requirements (Vancouver) style is based primarily on
the ANSI standard style adapted by the NLM for its database.

a) Journal articles

* Mention the first six authors / es followed by et al (Note: the
NLM now mentions up to 25 authors; if there are more than 25
authors, the NLM mentions the first 24, then the last author /
a followed by et al): Vega KJ, Pina |, Krevsky B. Heart transplan-
tation is associated with an increased risk for pancreatobi-
liary disease. Ann Intern Med 1996 jun 1; 124 (11): 980-3.
As an option, if a journal carries continuous paging through a vol-
ume (as many medical journals do}, the month and volume num-
ber may be omitted: Vega KJ, Pina |, Krevsky B. Heart transplan-
tation is associated with an increased risk for pancreatobiliary
disease. Ann Intern Med 1996; 124: 980-3.

* More than six authors:

Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP, Ivanov E, et al.
Childhood leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year follow-up.
BrjCancer 1996; 73: 1006-12.

* The organization as author:

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise
stress testing. Safety and performance guide-lines. Med J Aust
1996; 164: 2824.

 Without mentioned author:

Cancer in South Africa (editorial). S Afr Med J 1994; 84: 14,
e Article not written in English:



Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral inftapatellar sen-
eruptur hos tidligere frisk kv-vinne. Tdsskr Nor Laegeforen 1996;
116:412.

e Volume with supplement:

Shen M Zhang QF. Risk assessement of nikel carcinogenicity and
occupational lung cancer Environ Health Perspect 1994; 102 Sup-
pl1:275-82.

* Number with supplement:

Paybe DK, Sullivan ME, Massie MJ. Women’s psychological reac-
tions to breast cancer. Semin Oncol 1996; 23 (1 Suppl 2. 89-97).

* Volume with part:

Ozben T, Nacirarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in
non-insulin dependent diabetes mellitus. Ann Clin Biochem 1995;
32 (Pt 3):303-6.

* Number with part
People GH, Mills SM. One Hundred consecutive cases offlap lacera-
tions of the leg in aging patients. N Z Med J 1994,107 (986 PH):
377-8.

* Number without volume
Turan |, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle arthrod-
esis in rheumatoid arthritis. Clin Orthop 1995; (320): 110-4.

* No number, no volume:

Browell DA, Lennard TW. Immunologic status of the cancer patient
and the effects of blood transfusion on antitumor responses. Curr
Opin Gen Surg 1993; 325-33.

* Collation in Roman numerals:

Fisher GA, Sikie BI. Drug in clinical oncology and hematology. Intro-
duction. Hematol Oncol Clin North Am 1995 Apr 9 (2): xi xii.

* Type of article indexed as required:

Enzensberger W, Fischer PA. Metronome in Parkinson’s disease
[letter]. Lancet 1996; 347 1337.

Clement J, De Bock R. Hematological complications of hantavirus
nephropathy (HVN) [abstract] Kidney Int 1992; 42: 1285.

* Article containing a retraction:

Garcy CE, Schwarzman AL, Rise ML. Ceruloplasmin gene defect as-
sociated with epilepsy in EL mice [retraction of Garey CE, Schwarz-
man AL, Rise ML. In: Nat Genet 1994; 6: 426-31]. Nat Genet 1995,
11:104.

* Retracted article:

Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBPgene expression
during mouse development (retracted in Invest Ophthalmo Vis Sci
1994; 35:31271. Invest Ophthalmol Vis Sci 1994; 35: 1083-8.

* Article with errata published:

Hamlim JA, Kahn AM. Herniorraphy in symptomatic patients follow-
ing inguinal hernia repair [published with typo in West J Med 1995;
162.2781]. West J Med 1995; 162 28-31.

b) Books and other monographs

* Personal author (or authors):

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses.
2nd ed. Albany (NY): Delmar Publisher; nineteen ninety six.

* The editor (s], compiler (s] as author:

Norman |J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly peo-
ple. New York; Churchill Linvingstone; nineteen ninety six.

* An organization as author and editor:

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medical pro-
gram. Washington (DC): The Institute; 1992].

* Achapterin a book:

Phillips SJ, Whisnant JP Hypertension and stroke. In: Laragh JH,
Brenner BM, editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis, and
management. 2nd ed. New York: Kaven Press; 1995. p. 465-78.

* Congress book:

Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical neu-
rophysiology. Proceedings of the 10th International Congress of
EMG and Clinical Neurophysiology; 199 Oct 1519; Kyoto, Japan.

Amsterdam: Elsevier; 1996.
* Presentation of a congress:
Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, pri-
vacy and security in medical informatics. In: Mon KC. Degouler P,
Piemme TE, Rienhoff 0, editors MEDINFO 92 m Proceedings of the
7th World Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10, Ge-
neva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.
c) Scientific or technical report
* Issued by the funding or sponsoring agency:
Smith P, Golladay K Payment for durable medical equipment billed
during skilled nursing facility stays. Final report Dallas (TX): Dept.
of Health and Human Services (US), Oficce of Evaluation and In-
spections; 1994 Oct. Report N ® HHSIGOEI69200860.
* Issued by the executing agency:
Field MJ, Tranquada RE, FeasleyJC, editors. Health services re-
search: work force and educational issues. Washington: National
Academy Press; 1995. Contract No. AHCPR282942008. Sponsored
by the Agency for Health Care Policy and Research.
d] Dissertation
Kaplan SJ. Post-hospital home health care; the elderly’s access
and utilization [dissertation]. St Louis (MO): Washington Univ;
nineteen ninety five.
e) Patent
Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors; Novoste Corporation, as-
signance. Methods for procedures related to the electrophysiol-ogy
of the heart. US patent 5,529,067, 1995 Jun Published material.
f) Newspaper article
Lee G. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates
5000 admissions annually. The Washington Post 1996; Jun 21;
Sect. A: 3 (col5].
g) Audiovisual material
HIV + / AIDS: the facts and the future [videocassettel. St Louis
(M0): Mosby-Year Book 1995.
c) Legal material
h) Public Law
Preventive Health Amendments of 1993, PubL. No. 103-183,107
Stat, 2226 (Dec. 14, 1993).
i) Device not decreed
Medical Records Confidentiality Act of 1995, S. 1360, 104th Cong.
1st Sess (1995).
j) Code of Federal Regulations
Informed Consent, 42 C.F.R. Sect. 441. 257 (1995).
k) Unpublished material
* In press or “in advance”:
Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Eng J
Med. In press 1997
1) Electronic material
* Article of a magazine in electronic format:
Morse SS. Factors in the emergence of infections diseases. Emerg In-
fect Dis [serial on line] 1995 Jan-Mar [cited 1996Jun 5], 1 (1): [24
screens]. Available from: VRL: http.//www.cdc.gov/ncidod/EID/eid. htm.
* Monograph in electronic format:
CDI, clinical dermatology illustrated [monograph on CD-ROM].
Reeves JRT, Malbach H, CMEA Multimedia Group, producers. 2nd
ed. Version 20. San Diego: CMEA; nineteen ninety five.
* Computerized file:
Hemodynamics 111: the ups and downs of hemodynamics [com-
puter program]. Version 2.2 Orlando (FL): Computarized Educatio-
nal Systems; 1993.

7. Tables

All tables should be grouped after the legends of the figures, each
on a separate page. They should be sequentially numbered with Ro-
man numerals, contain a title and clarifications at the bottom of the



table, if necessary. At the bottom of each table should be the clarifi-
cation of the abbreviations used, as well as all the information related
to the form of expression of the results and the statistical treatment
that the authors consider necessary. Tables must be understandable
by themselves. For the elaboration of the tables, it is recommended to
use the Word word processor and select the Table Style “Basic Table 1”.

8. Figures

All figures should be grouped after the tables, each on a sepa-
rate page. They must be numbered sequentially with Arabic numer-
als. Photographs and figures may have colors, although in the case
of figures the background must be white. The title of the figures
should not be included with them but in the section “Legends of
Figures”. This legend should include the title of the figure, the clari-
fication of the abbreviations used and all the information related to
the form of expression of the results and the statistical treatment
that the authors consider necessary. In the case of figures, photo-
graphs or tables taken from another publication, the source must be
cited and the written permission granted by the intellectual owner of
said material must also be sent so that it can be published in ByPC.

9. Reviews, letters to the editor, guide reports and consensus
Reviews, letters to the editor, guide reports and consen-
sus will usually be requested by the Editorial Committee of the
Journal from authors considered experts in the field, discipline
or specialty in question. However, they will be considered for
your. Reviews, letters to the editor, guide reports and consensus
Reviews, letters to the editor, guide reports and consensus will usu-
ally be requested by the Editorial Committee of the Journal from
authors considered experts in the field, discipline or specialty in
question. However, those that were sent spontaneously will be con-
sidered for publication. They must follow the guidelines set forth for
the publication of original articles, with the difference that their text
will not need to have results and discussion. In the particular case of
the reviews, they must contain a minimum of 20 complete and up-
dated bibliographic references for the purposes of the topic covered.

10. Spelling and forms of expression

* The use of words in other languages should be avoided and, when
this is essential, they should be placed in italics (eg in vitro].

* The “p” statistic must be written in lowercase.

* In the expression of the results, space must be left between the
figures and the symbols or units (eg: p <0.05;32+2 g/1).

* Units: the units most frequently used in our environment must be
used for each analyte (eg glucose, urea, uric acid, lipids, lipopro-
teins, apoproteins in mg / dl).

* Abbreviations must be clarified the first time they appear in the
text, placing them in parentheses, despite the fact that they are
widely known abbreviations (eg hemoglobin (Hb]). In turn, they
should always be followed by a point.

* In the expression of the results, both the mean and the median
must contain the same number of decimals as their respective
standard deviations, errors, percentiles, or ranges (eg 9.25 =+
0.78).

* |n the expression of the results, the separation between the in-
teger and the decimals must be done with commas and not with
dots, which is typical of the English language (3.25), except for the
English summary (Abstract) which points should be used (3.25].

* In the text, when a number appears at the beginning of the sen-
tence, it must be written in letters (Ex. Twenty patients ..].
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EDITORIAL

Evolucionar

Aprender, aun de las situaciones adversas. Aprender y
capitalizar como el cimiento fundamental para evolucionar.
Evolucionar es justamente lo que nos define como especie
y como sociedad.

Sin dudas, estamos atravesando y nos atraviesa una cri-
sis histérica, Unica y global: SARS-CoV-2, que nos dejara mu-
chas ensefanzas. Vivimos una realidad en la que estamos
intentando entender los cambios de conductas, actitudes
y comportamientos que nos impactan en lo personal y en
lo social: |a resiliencia nos empuja a repensar y reaprender
nuestros roles de padres, hijos, vecinos, ciudadanos, lideres
y profesionales.

Desde nuestro trabajo, tenemos certeza de que esta pan-
demia generard mucho conocimiento cientifico sobre virus
y sistema inmune. También sabemos que hay muchas in-
cdgnitas todavia: pacientes con enfermedad severa y otros
totalmente asintomaticos; pacientes “supercontagiadores”
y otros que no contagian a sus convivientes; pacientes que
desarrollan una fuerte respuesta de anticuerpos y otros con
respuesta débil o incluso no demostrable por los métodos
actuales; pacientes que mantienen la PCR positiva hasta
100 dias y asi, se podria mencionar una larga lista de situa-
ciones.

Desde hace mas de un afio, como bioquimicos, esta-
mos aprendiendo: leemos, estudiamos, nos formamos,
invertimos, nos movilizamos, nos esforzamos para tener
herramientas que nos ayuden a enfrentar las necesidades
diagndsticas de este nuevo virus. Fuimos adquiriendo expe-
riencia, sin dejar de lado lo que ya veniamos haciendo en el
laboratorio. Seguramente, todos tuvimos falencias€ No fue-
ron ni son tiempos faciles.

Son momentos de mucho cambio en poco tiempo, con
dedicacion de horas y horas de trabajo, que podemos soste-
ner motivados, sin dudas, por el amor y la pasién que tene-
mos por lo que hacemos.

Después de mas de un afio al frente de la batalla, esta-
mos cansados. Es mucho el tiempo de trabajo sostenido
para dar respuestas a una sociedad que tiene miedo y mu-
chos interrogantes. Aun asi, tenemos una certeza, que es
nuestro mayor estandarte: desde el dia 1 hasta hoy, ocupa-
mos un rol central en esta problematica y nuestra profesion
Se puso en juego COMO NUNCa antes.

Lamentablemente, fuimos y seguiremos siendo avasa-
llados en nuestras incumbencias profesionales. En este

tiempo todos hemos vivido distintas circunstancias, “gol-
pes bajos” por parte de inescrupulosos que nada respetan,
y eso nos obliga a continuar con conviccién, defendiendo
nuestra querida profesién bioquimica.

Somos los profesionales idéneos para la toma y proce-
samiento de las muestras y la emisién e interpretacion de
resultados. Como dice mi amigo y colega Rafael: “€sto no
es soplar y hacer botellas”. Se requiere conocer la situacién
del paciente y su necesidad, conocer los tests disponibles y
sus caracteristicas (sensibilidad, especificidad, VPP, VPN,
realizar una adecuada toma de muestra, contar con el co-
nocimiento para procesarla por el método seleccionado,
observar, interpretar y emitir el resultado, y asesorar sobre
el mismo. Adema3s, se debe contar con la infraestructura de
laboratorio necesaria para que todo el procedimiento se de-
sarrolle en un entorno seguro, incluidos el descarte de resi-
duos patolégicos y la denuncia pertinente en el sistema de
vigilancia. En este sentido, es realmente esencial reconocer
yvalorar |a tarea de cada bioquimico en comunas, pueblos y
ciudades, asi como dar reconocimiento especial para todas
las instituciones que nos representan y que han demostra-
do un elevado grado de madurez para accionar de manera
rapida y en bloque.

Este reconocimiento nos hace fuertes y nos ayuda a mi-
rar hacia adelante., pero hay algo que, mas alla de lo hecho,
me desvela: no tenemos “peso especifico” para lograr cier-
tas conquistas.; Qué nos pasa como colectivo bioquimico?
¢Qué hace que estemos divididos?

¢Qué hace que no logremos la valoracién adecuada?
¢Por qué no somos lo suficientemente visibles?; Dénde nos
estamos equivocando?

La pandemia nos esta dando una gran oportunidad para
revisar y repensar nuestro accionar como verdadera co-
munidad de profesionales. En mi experiencia personal tra-
bajando en la recuperacién de adictos, uno de los primeros
aprendizajes que descubri es la importancia de saber vivir
en comunidad, aceptando las virtudes y defectos del otro
para complementarse, y hacerlo con didlogo y comprensién.

Para terminar, voy a tomar una frase de quien es un gran
ejemplo de humildad y simpleza: “Yo hago lo que usted no
puede y usted hace lo que yo no puedo. Juntos podemos ha-
cer grandes cosas.” (Madre Teresa de Calcuta).

El laboratorio fue y es protagonista en la pandemia. Tra-
bajemos para unirnos, salir adelante y evolucionar juntos.

Dr. Andres Albrecht

Director Laboratorio Mega S.A. Rafaela (Sta. Fe), Argentina.
Vicepresidente Camara Argentina Laboratorios de Analisis Bioquimicos (CALAB).

Vicepresidente Consejo Asesor Colegio de Bioquimicos de Santa Fe 1° Circ.
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ARTICULO ORIGINAL

Subclases de inmunoglobulinas G mas frecuentes en pacientes con
diagndstico de gammapatia monoclonal de significado incierto (MGUS)
y mieloma multiple (MM] en relacién con su cadena liviana acompanante

Subclasses of the most frequent G immunoglobulins in patients diagnosed with monoclonal gammopathy of
undetermined significance (MGUS] and multiple myeloma [MM] in relation to their accompanying light chain.

Cocucci, Silvina Ema'"; Baigorria, Laura®; Osatinsky, Raquel'.

!Departamento de Proteinas, Diagndstico Bioquimico y Genémico, Laboratorio MANLAB. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina.
*Contacto: Cocucci, Silvina Ema; Laboratorio MANLAB, Azcuénaga 1037. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina; silvina.cocucci@manlab.com.ar
Argentina; maruandrea@live.com

Resumen

Introduccién: la inmunoglobulina IgG se puede clasificar en cuatro subclases sobre la base de las diferencias
estructurales de las cadenas pesadas con distintas propiedades fisicoquimicas, biolégicas e inmunolégicas.
Trastornos proliferativos de células B como mieloma multiple (MM] y gammapatias monoclonales de signifi-
cado incierto (MGUS] estén asociados con su produccién. Objetivos: caracterizar el tipo de subclase de IgG en
pacientes con MGUS y MM y su asociacién con la cadena liviana acompafiante como parametro de importancia
diagnéstica y prondstica. Materiales y métodos: se estudiaron 154 pacientes con MGUS y MM clasificados por
banda/componente monoclonal de subclase de IgG y cadena liviana acompafante. Se les realiz6 proteinogra-
ma en suero por electroforesis capilar, tipificacién del clon expresado por inmunofijacién en suero y cuantifica-
cion de subclases de IgG por nefelometria. Se utilizé el método estadistico de Chi cuadrado (X¢) y Fisher, con-
siderdndose estadisticamente significativo p<0,05. Resultados: La subclase de 1gG4 fue la principal en ambos
trastornos. La tendencia de IgG 4 7, 4 fue mayoritaria en MGUS en comparacion con el MM y se invirti6 para IgGs.
Las prevalencias de cadena liviana fueron similares: no se encontraron diferencias estadisticamente significa-
tivas (p=0,41;0,43;0,74 y 0,85 paraMGUS y p=0,72; 0,41; 0,33 y 0,24 para MM]. Conclusiones: la tendencia
dependiente de la IgG4 se deberia a la estimulacidn crénica con Ag, que subyace al inicio de MGUS y MM. Las
diferencias en la expresién del resto de las subclases se deberian al potencial patogénico de cada una de ellas.
La presencia de kappa o lambda fue independiente del tipo de subclase implicada en MGUS y MM.

Palabras clave: subclases de inmunoglobulina G, gammapatia monoclonal de significado incierto, mieloma
multiple, nefelometria, cadenas livianas kappa y lambda.
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Introduction: Based on the structural differences of their heavy chains, IgGs can be classified into four sub-
classes, each with different physicochemical, biological and immunological properties. B-cell proliferative dis-
orders such as multiple myeloma (MM] and monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS])
are associated with their production. Objectives: To characterize the type of IgG subclass in patients with MGUS
and MM, and its association with the accompanying light chain as a parameter of diagnostic and prognostic
importance. Materials and Methods: A total of 154 patients with MGUS and MM classified by the band/mono-
clonal component of the IgG subclass and accompanying light chain were studied. A serum proteinogram by
capillary electrophoresis, typing of the clone expressed by immunofixation in serum, and quantification of IgG
subclasses by nephelometry were performed. Chi square (X?) and Fisher's statistical methods were used. Re-
sults were considered statistically significant at p <0.05. Results: The IgG4 subclass was the main one in both
disorders. The tendency of IgG4 > and I1g64 was greater in MGUS than in MM, whereas the opposite was observed
for IgG3. The light chain prevalences were similar, with no statistically significant differences (p = 0.41; 0.43;
0.74 and 0.85 for MGUS and p = 0.72; 0.41; 0.33 and 0.24 for MM]. Conclusions: The tendency of 1gG4 is due to
chronic stimulation with Ag, which underlies the onset of MGUS and MM. The differences in the expression of the
remaining subclasses were due to the pathogenic potential of each of them. The presence of Kappa or Lambda
was independent of the type of subclass involved in MGUS and MM.

Keywords: Subclasses of Immunoglobulin G, Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance, Multiple
Myeloma, Nephelometry, Kappa and Lambda light chains.
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Introduccién

Varios trastornos proliferativos de células B estan asocia-
dos con la produccién de subclases de inmunoglobulinas G.
Estos trastornos incluyen al mieloma multiple y a las gam-
mapatias monoclonales de significado incierto (MGUS).!
Entre las manifestaciones clinicas asociadas se encuen-
tran : destruccién ésea, anemia, trastornos de hipervisco-
sidad, infeccion crénica e insuficiencia renal, que pueden
atribuirse directamente al exceso de produccién de células
plasmaticas o bien a sus productos, las proteihas monoclo-
nales.? Otras manifestaciones pueden estar relacionadas
con la produccién anormal de citoquinas elaboradas por las
células plasmaticas malignas o por células accesorias como
las citoquinas relacionadas con la inflamacidn, incluidas la
interleuquina 6 (IL-6), IL-10 y el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), que se han informado como factores de
riesgo en MM.3

La inmunoglobulina G (IgG) es una de las proteinas mas
abundantes del suero humano, que representa aproximada-
mente el 10 - 20 % de las proteinas plasmaticas. Estas cons-
tituyen el 80 % de las cinco clases de inmunoglobulinas,
halladas en los seres humanos, descritas como IgA, IgM,
IgD, IgE e IgG. Estas glicoproteinas estrechamente relacio-
nadas, compuestas por 82 - 96 % de proteinas y 4 - 18% de
carbohidratos, difieren en la estructura de la cadena pesada
y tienen distintas funciones efectoras. Ademas, segun lo
expresado por Gestur Vidarsson et col.4, las cuatro subcla-
ses de inmunoglobulina G, IgG 4, 1g6,, IgG3 e 1gG4, que estan
altamente conservadas, difieren en su regién constante,
particularmente en sus bisagras y dominios CH2 superio-
res. Estas regiones estan involucradas en la unién a los re-
ceptores lgG-Fc (FcyR) y Clq.

Como resultado, las subclases tienen diferentes funcio-
nes efectoras, tanto en términos de desencadenar células
que expresan FcyR, que resultan en fagocitosis o citotoxi-
cidad celular dependiente de anticuerpos, como en la ac-
tivacion del complemento. Mas aln, segin muestran los
hallazgos de Kramer et col.®, los mAbs HLA humanos recom-
binantes de clase | y clase Il de las cuatro subclases de IgG
que reconocen el mismo epitopo de HLA pueden generarse
a partir de heterohibridomas de células B establecidos, por

lo tanto, las cuatro subclases varian segun la base de su es-
tructura de cadena pesada con propiedades fisicoquimicas,
bioldgicas e inmunolégicas distintivas.

De manera consecuente con lo antes descrito, nuestro
objetivo de estudio se basé sobre la caracterizacién del tipo
de subclase de inmunoglobulina G prevalente en pacientes
diagnosticados con gammapatia monoclonal de significado
incierto (MGUS) y mieloma multiple (MM}, alo que se sumd
la asociacién con su cadena liviana acompafiante como pa-
rametro de importancia diagnéstica y prondstica.

Materiales y métodos

Serealizé un estudio consecutivo, experimental y de pre-
valencia, en el cual se incluyeron pacientes mayores de 18
afos diagnosticados con gammapatia monoclonal de sig-
nificado incierto (MGUS) y mieloma multiple (MM], cuyas
muestras fueron procesadas en la Division de Proteinas del
laboratorio MANLAB, entre mayo y agosto de 2019.

La poblacién estudiada se clasificé en los siguientes gru-
pos:

1. Pacientes que presentaron banda homogénea IgG/Ka-

ppa (BH G/K]

2. Pacientes que presentaron banda homogénea IgG/Lamb-
da [BHG/L)
3. Pacientes que presentaron componente monoclonal IgG/

Kappa (CM G/K)

4. Pacientes que presentaron componente monoclonal IgG/

Lambda (CM G/L)

El criterio de exclusién fueron los pacientes que presen-
taron biclonalidad, es decir, bandas homogéneas de otras
inmunoglobulinas como IgA, IgM, IgD e IgE, adem3s de IgG.

A todos los pacientes se les realizé proteinograma en
suero mediante electroforesis capilar (EC) (CAPILLARYS 2
Flex Piercing - Sebia)®?, tipificacién del clon sobreexpre-
sado por inmunofijacién en suero (HYDRASYS 2 SCAN - Se-
bia)®9 y cuantificacion de subclases de inmunoglobulina G
por nefelometria (BN ProSpec — SIEMENS).10

Se realizé el andlisis estadistico mediante el test de Chi
cuadrado (X?) y test de Fisher. Se consideré una diferencia
significativa p < 0,05. El anélisis se llevé a cabo con el uso
de XSLSTAT.

Tabla I. Distribucién de subclases de g6 en MGUS y MM.

MGUS (0,16-1,92) g/dl

MM (2,10-7,55) g/dl

Tipo de Subclase de IgG N % N %
1 101 65,58 39 25,32
2 1,95 1 0,65
3 2 1,30 3 1,95
4 3 1,95 2 1,30

» MGUS, gammapatia monoclonal de significado incierto; MM, mieloma multiple; n, tamafio de la poblacién.
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Resultados

Se estudiaron 154 pacientes diagnosticados con MGUS
(n=109), cuyo rango de concentracién de pico monoclonal
obtenido en el proteinograma por electroforesis capilar os-
cilé entre 0,16 y 1,92 g/dl, y pacientes diagnosticados con
MM (n =45), cuyo rango de concentracidn de pico oscil6 en-
tre 2,01y 7,55 g/dl, respectivamente.

Los pacientes se dividieron en 8 grupos por tipo de sub-
clase de inmunoglobulina G implicada, segun fueran:

. Pacientes con MGUS 1gG4 (n=101)
. Pacientes con MGUS IgG, (n = 3]

. Pacientes con MGUS IgG3 (n = 2]

. Pacientes con MGUS 1gG,4 (n = 3)

. Pacientes con MM IgG4 (n =39)

. Pacientes con MM IgG> (n= 1)

. Pacientes con MM IgG3 (n=3]y

. Pacientes con MM IgGy4 (n = 2].

La distribucién de las subclases de inmunoglobulinas G
correspondientes a los pacientes con MGUS y MM se obser-
vaenlatablalylafigural.

La distribucién de las subclases de IgG 1, 2 y 4 fue simi-
lar, en los pacientes con MGUS, a los que presentaban MM,
mientras que se destaca la inversién de la distribucién de
la subclase 3 de IgG, mayoritaria para el caso de MM. Se
evidencié ademas una expresion predominante de IgG4 en
ambos trastornos proliferativos.

Continuando con el andlisis, a los 109 pacientes diag-
nosticados con MGUS, se los dividié posteriormente en 8
grupos, segun el tipo de subclase de inmunoglobulina G im-
plicada y cadena liviana acompanante:

O N U WMN -

1. Pacientes con banda homogénea IgG41/Kappa (n=61)

2. Pacientes con banda homogénea IgG,/Kappa (n = 3]

3. Pacientes con banda homogénea |lgG3/Kappa (n=1)

4. Pacientes con banda homogénea IgG4/Kappa (n = 2)

5. Pacientes con banda homogénea lgG4/Lambda [n = 40)
6. Pacientes con banda homogénea lgG,/Lambda (n = 0]
?. Pacientes con banda homogénea lgG3/Lambda (n=1]y
8. Pacientes con banda homogénea IgG4/Lambda (n = 1].

La distribucién de las cadenas livianas en cada grupo de
subclase de inmunoglobulina G correspondientes a los pa-
cientes con MGUS se observa enlatabla ll.

Las prevalencias de cadena liviana Kappa en los gru-
pos de subclases IgGy, IgGy, 1g63 e 1gG4 fueron similares a
las prevalencias de cadena liviana Lambda en los mismos
grupos mencionados de subclases de IgG, sin encontrarse
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,41; 0,43,
0,74y 0,85, respectivamente].

Por otra parte, los 45 pacientes diagnosticados con MM
se dividieron en 8 grupos, segun tipo de subclase de inmu-
noglobulina G implicada y cadena liviana acompafiante:
Pacientes con componente monoclonal IgG1/Kappa (n=23)
Pacientes con componente monoclonal IgG,/Kappa (n=1)
Pacientes con componente monoclonal IgGs/Kappa (n=1)
Pacientes con banda homogénea IgG,4/Kappa (n=2)
Pacientes con componente monoclonal lgG4/Lambda (n = 16)
Pacientes con componente monoclonal IgG, /Lambda (n = 0]
Pacientes con componente monaclonal IgGs/Lambda (n=2] y
Pacientes con componente monoclonal IgG,4/Lambda (n=0].
La distribucién de las cadenas livianas en cada grupo de
subclase de inmunoglobulina G correspondientes a los pa-

©NOoOUTAWN PP

Figura 1. Distribucidon de subclases de IgG en MGUS y MM.
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» MGUS, gammapatia monoclonal de significado incierto; MM, mieloma mdltiple.
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Tabla Il. Distribucién de cadenas livianas en cada grupo de subclase de Ig6 en MGUS.

Cadena liviana lgG1 lgG2 1gG3 lgG4

n % n % n % n %
Kappa 61 55,96 3 2,75 1 0,92 2 1,83
Lambda 40 36,70 0 0 1 0,92 1 0,92

» MGUS, gammapatia monoclonal de significado incierto; n, tamafio de la poblacién.

cientes con MM se observa en la tabla lll.

Las prevalencias de cadena liviana Kappa en los grupos
de subclases IgG4, 1gGy, IgG3 e Ig6, fueron similares a las
prevalencias de cadena liviana Lambda en los mismos gru-
pos mencionados de subclases de IgG y no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,72, 0,41,
0,33y 0,24, respectivamente].

Discusién

En los 8 grupos clasificados segln tipo de subclase de in-
munoglobulina G implicada por patologias (MGUS y MM], la
frecuencia de lgG4 fue la mayoritaria, lo cual mostraria una
tendencia dependiente de esta subclase en los trastornos
proliferativos derivados de la estimulacion crénica con Ag,
que subyace al inicio de MGUS y MM. Sin embargo, en aque-
llos pacientes que presentaron MGUS, las subclases IgG; e
IgG4 mostraron un aumento, mientras que se evidencié un
descenso en los casos con MM. Esta tendencia se invirtié en
el caso de la IgG3, mayoritaria en los casos que presentaron
MM.

En consecuencia, como establecieron Stephanie Kapels-
ki et col.11, el potencial patogénico de cada subclase de IgG
difiere, ya que exhiben una tremenda variedad de funciones
con distintas capacidades para activar la cascada clasica del
complemento mediada por las propiedades estructurales de
la regién bisagra y/o por la estructura del sitiode unién de C1q
ubicado en los dominios CHZ, como se desprende de la distri-
bucién de subclases en distintos trastornos.

Por otra parte, en el analisis de las cadenas livianas acom-

pafiantes, la presencia de Kappa o Lambda resulté ser inde-
pendiente del tipo de subclase de inmunoglobulina G impli-
cada en MGUS y MM y se mantuvo la relacién fisioldgica 2:1.

Es por ello que en este punto cabe destacar que seria una
herramienta de interés la aplicacién de los ensayos de Freeli-
te chain, con la incorporacién del indice “cadena involucrada/
no involucrada”'?14, ya que es reconocido como biomarcador
de malignidad en los criterios diagndsticos de MM, para eva-
luarasilarelacién entre las subclases de IgG y la diferencia de
cadenas que se correlacionen con la sintesis monoclonal de
Kappa y Lambda de los pacientes.

Luego de arribar a estas conclusiones, consideramos que
el estudio sienta las bases para profundizar en la caracteri-
zacién y prevalencia de las subclases de IgG con su cadena
liviana acompafante en gammopatia monoclonal de signifi-
cado indeterminado y mieloma multiple, como herramienta
de importancia diagndstica y prondstica, aumentando el nu-
mero de casos y, adicionalmente, el analisis de los pacientes
en respuesta al tratamiento, y que resulta de interés para es-
timar las fluctuaciones de las distintas subclases de IgG a lo
largo de la evolucidn de la patologia.

Referencias bibliograficas

1. International Myeloma Working Group. Criteria for the classification of
monoclonal gammopathies, multiple myeloma and related disorders:
a report of the International Myeloma Working Group.Br J Haematol.
2003;121(5):749-57.

2. Kyle RA, Rajkumar SV. Criteria for diagnosis, staging, risk stratification
and response assessment of multiple myeloma. Leukemia. 2009;
23(1):3-9.

Tabla lll. Distribucién de cadenas livianas en cada grupo de subclase de IgG en MM.
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Resumen

Introduccién: el laboratorio clinico es uno de los pilares para la caracterizacion de las gammapatias monoclonales tanto
en la etapa diagnéstica como en el monitoreo del tratamiento. Sin embargo, ante la heterogeneidad observada tanto en
las metodologias utilizadas como en la confeccién del informe de los estudios proteicos, surge, desde el Foro de Protei-
nas, la necesidad de conocer la situacion del drea de proteinas a nivel nacional. Objetivo: relevar las metodologias utili-
zadas y la forma de expresion de los resultados en los laboratorios de andlisis clinicos de la Republica Argentina para la
deteccién, cuantificacion y tipificacion de los componentes monoclonales. Materiales y Métodos: desde el mes de octu-
bre de 2018 hasta febrero de 2019, se envié una encuesta voluntaria y anénima a diferentes laboratorios para conocer
el estado del arte en el estudio de gammapatias monoclonales. Resultados: se obtuvieron 270 respuestas provenientes
de todo el pais, en total. EI 64,4 % realiza el proteinograma electroforético en su laboratorio, y el 44,8 % lo efectla sobre
gel de agarosa. EI 87,3 % expresan las distintas fracciones en g/dl y el 62,6 % incluye tanto el valor porcentual como el
absoluto. EI 67,2 % de los participantes cuantifica el componente monoclonal. Conclusiones: las respuestas obtenidas
evidencian la falta de homogeneidad en los items evaluados. Al focalizar en estos aspectos, surge la necesidad de ela-
borar en un futuro un consenso para la unificacién de criterios tanto metodoldgicos como de presentacién de resultados.
Palabras clave: proteinograma electroforético, componente monoclonal, encuesta, informe.
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Introduction: The clinical laboratory has a main role in the characterization of monoclonal gammopathies not only during
the diagnostic stage but also during the treatment monitoring. However, given the heterogeneity observed both in the
methodologies used and in the report of protein studies, the Protein Forum wants to know the situation of the protein
study field in Argentina. Objective: To survey the methodologies used and the form of expression of the results in the
clinical analysis laboratories of Argentina for the detection, quantification and typification of monoclonal components.
Materials and Methods: From October 2018 to February 2019, a voluntary and anonymous survey was sent to different
laboratories, to know the state of the art in the study of monoclonal gammopathies. Results: A total of 270 responses
were obtained from all over the country. Results showed that: 64.4% perform the electrophoretic proteinogram in their
laboratory, whereas 44.8% perform it on agarose gel; 87.3% express the different fractions in g/dl, whereas 62.0% include
both the percentage and absolute value; and 67.2% of the participants quantify the monoclonal component. Conclusions:
The responses obtained show the lack of homogeneity in the items evaluated. Focusing on these aspects, a consensus
will be written for the unification of both methodological criteria and the presentation of results.

Keywords: electrophoretic proteinogram, monoclonal component, survey, report.
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Introduccién

Las gammapatias monoclonales (GM] se caracterizan por
la proliferacién maligna de un clon de células plasmaticas, que
tiene la capacidad de producir una inmunoglobulina o fragmen-
to de ella y que, generalmente, puede detectarse en sangre u
orina. El laboratorio juega un rol central en la investigacién de
estas proteinas monoclonales, que se comportan como marca-
dor tumoral de las discrasias de células plasmaticas.

Diversas sociedades cientificas que se dedican al estudio
de estas hemopatias como, por ejemplo, el International Mye-
loma Working Group, publican periédicamente estrategias de
trabajo consensuadas por especialistas, tanto para el diag-
néstico como para el monitoreo de las GM®. Estos documentos
contienen actualizaciones de los criterios diagndsticos, pane-
les de screeningy metodologfas de trabajorecomendadas. Sin
embargo, la ausencia de propuestas especificas respecto del
reporte de los estudios proteicos séricos y urinarios genera
una gran variabilidad en los informes emitidos por diferentes
laboratorios. Trabajando en la busqueda de consensos, tanto
la Asociacién de Bioquimica Clinica Australiana como la Socie-
dad Canadiense de Quimica Clinica han aportado en la dltima
década valiosas recomendaciones con el objeto de estandari-
zar el informe del proteinograma electroforético (PE).23

La técnica de electroforesis permite detectar, en numero-
sas situaciones, el componente monoclonal (CM) presente en
sangre u orina y cuantificarlo por densitometria o espectrofo-
tometria.*® Los componentes monoclonales suelen migrar
mayoritariamente en la regién gamma, y pueden hacerlo en
beta 0, menos frecuentemente, en alfa. Se recurre a métodos
automatizados, semiautomatizados o manuales para realizar
la corrida electroforética sobre soportes sdlidos (agarosa y
acetato de celulosa) o liquidos (electroforesis capilar).>°

La cuantificacién del CM resulta un dato clave para el diag-
néstico, pronéstico y seguimiento de las GM.13 Los equipos
y softwares mas modernos permiten cuantificar el pico de di-
ferentes formas (perpendicular a linea de base o tangencial),
aunque todavia estd en discusidn, a nivel mundial, cudl es la
metodologia mas adecuada.**

Al analizar la expresién de resultados de los estudios pro-
teicos, se observa una falta de homogeneidad en varios as-
pectos: unidades de concentracion, nomenclatura y formato
del informe.21>16 Todas estas variables marcan la necesidad
de conocer la forma de trabajo del drea dedicada al estudio
de proteinas. Es por ello que, desde el Foro de Proteinas, se
propuso realizar una encuesta a nivel nacional, con el objeti-
vo de conocer la metodologia adoptada en los laboratorios de
analisis clinicos del territorio nacional para la deteccién, cuan-
tificacién y tipificacién de los componentes monoclonales y la
expresion de los resultados obtenidos a partir del proteinogra-
ma electroforético.

La informacién recabada se utilizard como punto de parti-
da para la redaccién de un acuerdo con el fin de unificar crite-
rios respecto del procesamiento e interpretacién bioquimica
delinforme del proteinograma electroforético.

ByPC sep-dic 2021; 85(3)

Materiales y métodos

Desde el mes de octubre de 2018 hasta febrero de 2019, se
envi6 una encuesta voluntaria y anénima, en formato de formu-
lario de Google, a diferentes laboratorios del ambito publico y
privado, a nivel nacional, para conocer el estado del arte en la
investigacién de GM. Con la difusién colaboraron: la Asociacién
Bioquimica Argentina (ABA), la revista de difusion cientifica No-
vedades Bioquimicas, colegios bioquimicos regionales, Wiener
Lab. SAAIC. y distintas redes sociales. Las preguntas fueron
disefiadas con formato de opciones multiples y se recabd infor-
macién Unicamente respecto de las técnicas realizadas en los
propios laboratorios.

Figura 1. Laboratorios participantes del estudio.
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Figura 2. Soporte del proteinogra-
ma electroforético.

ACETATO
39,1%

AGAROSA
44,8%

m CAPILAR = AGAROSA = ACETATO

Figura 3. Metodologias empleadas en el area de Proteinas en los distintos la-
boratorios encuestados.

M Sdlo proteinograma electroforético
(PE)

= Proteinograma electroforético en
suero y orina (PE+UPEF)

M Proteinograma elect roforético en
suero, orina y dosaje de
inmunoglobulinas (1G)

PE+UPEF+IG+Inmunofijacion en
suero y orina (IFX)

B PE+UPEF+IG+IFX+Cadenas livianas
totales y/o libres

Resultados
Demograficos: distribucion de laboratorios por provincia

Se obtuvieron 270 respuestas provenientes de todo el te-
rritorio nacional y se logré obtener, al menos, 1 respuesta de
cada provincia. La provincia con mayor participacion fue Bue-
nos Aires, con un 25,9 % (20/270), seguida por la Ciudad Auté-
noma de Buenos Aires, con 21,1 % (57/270), Cérdoba, con 12,6
% (34/270) y Santa Fe, con 9,6 % (26/270) (Figura 1].

Metodologia: soporte utilizado y técnicas disponibles

De los 270 laboratorios que participaron de la encuesta, el
64,4 % (174/270) realiza el PE en su propio establecimiento,
mientras que un 35,6 % (96/270) lo deriva a otra institucion.
El PE sobre soporte sélido resulté ser la metodologia mas uti-
lizada, ya que el 44,8 % (78/174]) realiza PE sobre gel de aga-
rosa, 39,1 % (68/174), sobre acetato de celulosa y un 16,1 %

I
Figura 4a. Unidades de expresion de

las fracciones proteicas.
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(28/174] utiliza electroforesis capilar (Figura 2].

El 29,9% (52/174) solo realiza el PE sérico en su laborato-
rio. El 2,8% (5/174]) realiza tanto PE como uroproteinograma
electroforético (UPEF), mientras que el 25,9 % (45/174] realiza
todas las técnicas relevadas en su laboratorio (Figura 3).

Informe del PE: expresi6n de resultados y denominacién del CM

Con respecto a las unidades en las que se expresan las dis-
tintas fracciones, la encuesta mostré que la mayoria de los labo-
ratorios, un 87,3 % (152/174], lo hace en g/dI, mientras que un
7,5 %informa en g/I (Figura 4a).

En cuanto a la forma de expresién de resultados, un 62,6 %
(109/174) incluye tanto el valor porcentual como el absoluto en
el informe, mientras que un 5,2 % (9/174) informa dnicamente
valores porcentuales (Figura 4b).

Ante la presencia de un pico en el trazado electroforético, si

I
Figura 4b. Forma de expresion de las fracciones proteicas.

62,6%

32,2%

5,2%

Sélo valor porcentual
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el mismo no tiene antecedente alguno
y/o es la primera vez que se detecta en
el paciente, el 63,8 % (111/174]) utiliza el
término “banda homogénea” para nom-
brarlo; en cambio, cuando el pico ya fue
caracterizado mediante técnicas inmu-
noelectroforéticas y/o tiene anteceden-
tes de laboratorio o clinicos, el término
utilizado porel 62,1 % de los participantes
(108/174) pasa a ser “componente mo-
noclonal” (Figura 5).

Gran parte de los laboratorios incluye
en el informe la movilidad del pico. Un
70,1 % (122/174) indica si estd presente
enzonaalfa, beta-1,beta-2 0 gammayun
58,0 % (101/174) expresa, ademas, su
posicién relativa, si el pico esta presente
en zona gamma, como gamma rapida,
media o lenta respecto de su proximidad
a la fraccion de las betaglobulinas. Algu-
nos participantes incluyen, ademas, una

CM sin antecedentes

CM con antecedentes

Figura 5. Denominacién del componente monoclonal.

63,8
33,5
sD P PM
0,2 0,6 1,9 ™ BH
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sD cePM ;:
69 P=
0 14 am o™ BH

» CM, componente monoclonal.

breve descripcién de la zona gamma, ta-
les como “CM sobre hipogammaglobulinemia” o “CM sobre fondo
policlonal”.

La curvadensitométrica se encuentra presente en elinforme
del 54,0 % (94/174) de los laboratorios. La mayoria de los par-
ticipantes lleva un registro de los pacientes que presentan GM,
sin embargo, el 85,0 % (148/174] no incluye esos anteceden-
tes en el informe ni hace comentarios con respecto a cambios
en la concentracién del CM.

Cuantificacién del componente monoclonal

Respecto de la cuantificacién del CM en zona gamma, un
32,8% [57/174) de los participantes no la realiza. Tomando en
cuenta los 117 laboratorios que si cuantifican el CM, un 86,3
% (101/117) informa la concentracién del mismo como parte
de la zona gamma, mientras que un 13,7 % (16/117) resta su
concentracion al total de la zona gamma (Figura 6).

Figura 6. Cuantificacién del componente monoclonal.

Sl

NO CUANTIFICA

CUANTIFICA
32,8%

67,2%

El método de medida del CM en zona gamma mas utilizado
es la forma perpendicular a la linea de base, elegido por el 86,4
% (150/174) de los encuestados y sdlo 13,6 % (24/174]) lo
hace con el método tangencial (Figura 7). En cambio, cuando el
CM se encuentra en las fracciones de las alfa o beta globulinas,
el 59,8 % (104/174) no lo cuantifica (Figura 8).

Cabe aclarar que, si bien son 117 los laboratorios que cuan-
tifican el CM en zona gamma, los laboratorios que no lo hacen
también respondieron sobre si medirfan el componente mo-
noclonal de forma perpendicular a la linea de base o de forma
tangencial.

Interpretacién de la inmunofijacion

Se consultd de forma tedrica a los 174 laboratorios que rea-
lizan el proteinograma en su propia sede sobre cémo proceder
frente a una IF sérica donde sélo se visualiza inmunoprecipita-
do frente a cadena liviana (kappa o lambda) y no, frente a ca-
denas pesadas (gamma, alfa o mu). Un
20,1 % (35/174] respondié que realiza
una segunda IF incorporando antisue-
ros frente a cadenas livianas kappa y
lambda libres y/o anti cadenas pesadas
delta y épsilon. Un 44,8 % (78/174] su-
giere una segunda IF con los antisueros
mencionados anteriormente yun 23,0 %
(40/174]) no realiza ni sugiere estudios
complementarios (Figura 9).

CM PARTE
DE LA ZONA
GAMMA
86,3%

Discusion
Enla encuesta participaron, al menos,
un laboratorio por provincia de distintos

£EmA ambitos de la Salud. Se recibieron res-
GAMMA SE . o
RESTA CM puestas de laboratorios tanto publicos

13,7% como privados. EI mayor porcentaje de
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Figura ?. Medida de componente monoclonal en zona
gamma.

METODO DE MEDIDA CM

150

24 22¢

participacién correspondié a las provincias de Buenos Aires,
Cérdoba, Santa Fe y a la Ciudad Auténoma de Buenos Aires.

Teniendo en cuenta el caracter voluntario del sondeo, el nu-
mero de laboratorios participantes (270) revela el interés de
los mismos en trabajar en pos de una armonizacién metodo-
l6gica.

De acuerdo con los datos recabados, la electroforesis en gel
de agarosa resulté ser el método mas utilizado. Sin embargo, y
a diferencia de lo que ocurre en los paises mas desarrollados,
un alto porcentaje de los encuestados aun utiliza acetato de
celulosa con metodologias manuales 0 semiautomatizadas.

Respecto del nimero de técnicas utilizadas para el estudio
de GM, este varia de acuerdo con las caracteristicas del drea
de proteinas con que cuenta el laboratorio. Asi, los laboratorios
con alta prevalencia de patologias hematolégicas disponen
usualmente de técnicas con mayor resolucion y realizan otras
determinaciones indispensables para el estudio de GM, como
son el uroproteinograma, inmunofijacién en sangre y orina y
dosaje de cadenas livianas libres (CLL).

Si bien la cuantificacion del CM de forma perpendicular a la
linea de base es la metodologfa que se utiliza desde hace va-
rias décadas, algunos softwares actuales incorporan la medida

Figura 8. Medida de componente monoclonal en zona
no gamma.

40,2%

m Cuantifica

m Mo cuantifica

por método tangencial. Ambas técnicas presentan ventajas y
desventajas, pero debe remarcarse la importancia de hacer el
seguimiento del paciente siempre por el mismo método.*"8

Cuando el CM migra en zona alfa o beta, se presentan difi-
cultades para su cuantificacién. De acuerdo con laencuesta, la
mayoria de los laboratorios no mide dichos picos. Sin embargo,
se puede recurrir a diferentes alternativas que permiten hacer
seguimiento cuantitativo del CM.*9

Por dltimo, frente a la pregunta de interpretacién del resulta-
do de una inmunofijacién donde se observa solo precipitacion
monoclonal frente a una cadena liviana y precipitacién policlo-
nal frente a las cadenas pesadas gamma, alfa y mu, el 65,3 %
de los bioquimicos realizan o sugieren los estudios pertinentes,
mientras que un 34,7 % no realiza ninguna otra accidn, lo que
llevaria a un resultado erréneo oincompleto. Cabe destacar que
esta pregunta responde a un primer sondeo sobre una de las
técnicas complementarias al PE.

Como conclusiones de este estudio se puede afirmar que

Figura 9. Interpretacién de un caso de inmunofijacion.

5i, serealiza en el laboratorio

Sesugieren pruebas adicionales
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la falta de consensos a nivel mundial sobre cémo informar los
estudios proteicos séricos y urinarios obligaron a los profesio-
nales del drea a recabar informacidn en cuanto a las técnicas
utilizadas, nomenclatura y disefio del informe de resultados
en nuestro pais. Esta primera encuesta fue enfocada especial-
mente en la busqueda y cuantificacién del CM a través del PE.

Se observaunavariabilidad en las respuestas de los siguien-
tes items evaluados: soporte utilizado, unidades de medida de
las fracciones proteicas del proteinograma, nomenclatura (uso
del término “banda homogénea” o “componente monoclonal”
segln antecedentes), informe de la movilidad del CM y breve
descripcion de zona gamma, cuantificacién del CM.

El abordaje de otros temas como la tipificacion del CM me-
diante IF y otras técnicas Utiles para el diagnéstico de GM debe-
ran ser enriquecidos con futuros trabajos.
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Resumen

Introduccién: el plasma seminal (PS) es un modulador de la funcién espermatica; por esta razén, es necesario
caracterizar adecuadamente su composicién molecular. El hierro (Fe) juega un papel importante en la esper-
matogénesis. En el transporte, la captacion celular y el almacenamiento de hierro intervienen la transferrina
(Tf), el receptor celular de membrana de la transferrina y la ferritina (FN], respectivamente. Las vias metabg-
licas del Fe en los testiculos aun se desconocen. Objetivos: el objetivo del trabajo fue estudiar componentes
bioquimicos como proteinas totales, (Pt), Fe, FN y Tf, en PS de individuos jévenes y establecer valores refe-
renciales para nuestro laboratorio. Luego, estos valores se relacionaron con parametros del espermograma
y produccién de especies reactivas del oxigeno (ERQ), a fin de conocer la fisiologia del hierro en el testiculo.
Materiales y métodos: se estudiaron 115 muestras de semen y suero; en ambos fluidos se determiné la con-
centracién de Tf, Fe, Pty FN. Se realiz6 un espermograma bésico y medicién de ERO (T-Bars, MOST, nitritos]. Re-
sultados y conclusién: los marcadores bioquimicos estudiados fueron significativamente diferentes en plasma
seminal y suero, y no se encontrd relacién entre los mismos. La concentracién de Tf en PS tiene una relacién
lineal directa con la concentracién espermatica y la movilidad. Se evidencié una relacion inversa entre el estrés
oxidativo y los niveles de Tf testicular, la cual podria deberse a su funcién antioxidante en PS. El conocimiento
de los mecanismos fisiopatoldgicos de la funcién espermatica es de gran importancia para la eleccién del diag-
néstico y tratamiento.

Palabras clave: plasma seminal, metaloproteinas, estrés oxidativo, infertilidad humana.
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Introduction. Seminal plasma (SP]) is a sperm function modulator. Thus, it is necessary to adequately charac-
terize its molecular composition. Iron (Fe) plays an important role in spermatogenesis. The transport, cellular
uptake, and storage of Fe involve transferrin (Tf), the cellular membrane receptor for Tf, and ferritin (FN), re-
spectively. The metabolic pathways of Fe in human testes are still unknown. Objectives. The aim of the work
was to study biochemical components such as total proteins (TP), Fe, FN and Tf in SP of young individuals,
and to establish reference values for our laboratory. These values were then correlated to semen parameters,
sperm functional tests and production of reactive oxygen species (R0S) to understand the physiology of Fe in
the testis. Materials and Methods. One hundred and fifteen semen and serum samples were studied, and the
concentration of Tf, Fe, TP and FN was determined in both fluids. A basic semen analysis and ROS measurement
(T-Bars, MOST, Nitrites] were performed. Results and conclusions. The biochemical markers studied were signif-
icantly different in seminal plasma and serum, and no relationship was found between them. Tf concentration
in SP had a direct linear relationship with sperm concentration and motility. An inverse relationship between
oxidative stress and testicular Tf levels was evidenced, which could be due to its antioxidant function in SP.
Knowledge of the pathophysiological mechanisms of sperm function is critical for the correct diagnosis and
treatment of human infertility.

Key words: seminal plasma, metalloproteins, oxidative stress, human infertility.
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Introduccién

Lainfertilidad afecta al 15 % de las parejas en todo el mun-
doy, en la mitad de los casos, estéd relacionada con el factor
masculino.! Por eso, el anélisis de semen constituye el paso
inicial en el estudio del factor masculino en una pareja infértil.

Existe un amplio debate sobre el significado diagndéstico y
prongstico de los parametros bioquimicos del semen, excep-
to en casos de pacientes con azoospermia u oligozoosper-
mia severa, en la evaluacion de la infertilidad masculina. En
muchos casos, la causa de infertilidad no es identificada y se
clasifica como idiopatica o sin causa aparente, lo que sugiere
el poco conocimiento acerca de los mecanismos basicos del
proceso reproductivo.? En estos casos, el anélisis de semen
de rutina no explica las anomalias de la fecundacién.®

El semen es una suspensién concentrada de espermato-
zoides, almacenada en el epididimo, que se mezcla y diluye
con secreciones de los érganos sexuales accesorios.® Est4
formado por el componente celular, que representa un 10 %
del volumen total del eyaculado, y el acelular, llamado gené-
ricamente “plasma seminal” (PS).4

El plasma seminal contiene lipidos, carbohidratos, iones,
péptidos y proteinas, que son secretados por diferentes
regiones del tracto reproductor masculino, incluidas las ve-
siculas seminales, los conductos deferentes, las glandulas
periuretrales, el epididimo y la glandula prostatica. No solo
actia como medio de transporte, proteccién y nutricién de
los espermatozoides, sino también como modulador de la
funcién espermatica. Por esta razén, es necesario caracteri-
zar adecuadamente la composicién molecular del PS. El perfil
proteico del PS es un tema en auge debido a la gran cantidad
de proteinas que contiene (35 - 55 g/L). Tras una validacion
adicional, estas proteinas pueden ser Utiles en la diferencia-
cién clinica entre fertilidad e infertilidad, dado que ayudan
a la proteccidn al unirse a la superficie del espermatozoide
durante la eyaculacién y desempefian un papel clave en la
capacitacion, la reaccion acrosémica y la fusién de esperma-
tozoides y 6vulos. Debido a esta especificidad, podrian ser
consideradas como biomarcadores para la infertilidad mas-
culina.®

La proteémica es un enfoque novedoso para el estudio de
las funciones de las proteinas y la investigacién de los proce-
sos metabdlicos para comprender mejor el funcionamiento
de una célula o tejido a nivel molecular.5

Metaloproteinas y hierro

Las metaloproteinas son moléculas que cuentan con io-
nes metalicos en su composicién. Las funciones de las mis-
mas son muy variadas en las células: actian como enzimas,
proteinas de transporte y almacenamiento y en la transduc-
cién de sefiales. Aproximadamente de un cuarto a un tercio
de todas las proteinas requieren metales para llevar a cabo
sus funciones.

El hierro (Fe) juega un papel importante en la espermato-
génesis. Es esencial enlos procesos metabdlicos, pero, en ex-
ceso, puede producir toxicidad. El transporte de hierro y sus
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sistemas de absorcidn estan estrictamente regulados. En los
mamiferos, su homeostasis esta regulada a niveles sistémi-
cos y celulares a través de la hormona peptidica hepcidina y
las proteinas reguladoras de hierro (PRH], respectivamente.
Una tercera y muy efectiva forma de regular la homeostasis
de los nutrientes es mediante la compartimentalizacién.

La ferritina (FN] es una molécula fijadora de hierro cuya
funcién principal es almacenar este elemento para garanti-
zar su disponibilidad en distintas funciones celulares. Tam-
bién desempena un papel importante en la inflamacién, en
enfermedades neurodegenerativas y cancer.

La transferrina (Tf) es el principal transportador de hierro
en la mayoria de los organismos. El 1,5 % de las proteinas to-
tales del plasma seminal esta constituido por una isoforma
de la Tf, llamada “transferrina testicular (TfT)”, secretada por
las células de Sértoli (CS).8 Las CS juegan un papel crucial en
la espermatogénesis, creando el microambiente apropiado y
secretando proteinas criticas para el desarrollo adecuado de
los espermatozoides. El complejo de unién CS-CS crea una ba-
rrera de permeabilidad llamada “barrera hematotesticular”,
que es indispensable para crear una compartimentalizacion
fisiolégica dentro del epitelio seminifero para el transporte de
iones, aminoacidos, carbohidratos y proteinas.9

La figura 1 muestra un modelo de transporte de hierro en
testiculos murinos. En el transporte, la captacién celulary el
almacenamiento de hierro, intervienen la Tf, el receptor celu-
lar de membrana de la Tf y la FN, respectivamente. Aunque a
nivel sistémico estan establecidos los caminos metabdlicos
del Fe, los mecanismos aun se desconocen en los testicu-
los.10

Especies reactivas del oxigeno (ERO)

Las ERO son producidas principalmente por leucocitos o
espermatozoides anormales e inmaduros y son un subpro-
ducto natural de las vias metabdlicas oxidativas. Se requie-
ren pequefias cantidades de ERO para asegurar las funciones
fisiolégicas celulares normales, incluidas la espermatogéne-
sis, la capacitacion y la reaccién acrosémica.!* Cuando las
ERO superan a los antioxidantes, se genera un estrés oxida-
tivo (EQ], que podria afectar de forma negativa la fertilidad.
Por lo tanto, la medicién precisa de ERO proporciona una
herramienta vital en la evaluacién inicial y el seguimiento de
pacientes infértiles.

El plasma seminal contiene altas cantidades de antioxi-
dantes que protegen los espermatozoides del dafio del ADN
y peroxidacion lipidica.!?

El objetivo del trabajo fue determinar las proteinas tota-
les, hierro, ferritina y transferrina en plasma seminal en una
poblacién de individuos jévenes y establecer valores refe-
renciales para nuestro laboratorio; dichas determinaciones
también fueron realizadas en suero para evaluar una posible
relacion entre los mismos. Luego, estos valores se relaciona-
ron con parametros del espermograma, pruebas funcionales
espermaticas y produccién de ERG, a fin de conocer la fisiolo-
gia del hierro en el testiculo.
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Materiales y métodos

Se estudiaron muestras de semen y suero de pacientes del
Servicio de Urologia del Hospital Escuela Eva Perdn (Granadero
Baigorria), Hospital Centenario (Rosario] y voluntarios sanos
(edad: 36,55 + 10,44), desde noviembre de 2018 a septiembre
de 2019.

Las muestras se obtuvieron previo consentimiento informa-
do de los pacientes y a través de controles con autorizacién y
aval de los profesionales tratantes, segun la declaracién de Hels-
inski. El proyecto marco de este trabajo cuenta con la aprobacién
del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y
Farmacéuticas, Exp. 6060/368. Res. CD 592/2017. Las mues-
tras de semen fueron recolectadas por masturbacién luego de
72 h de abstinencia. Se evit6 incluir muestras con bajo volumen
(< 1 ml) y de pacientes con condiciones clinicas que pudieran
interferir con los niveles de Tf y FN en plasma sanguineo, tales
como enfermedad hepatica aguda o crénica, neoplasia, signos
clinicos/laboratorio de infeccién/inflamacién aguda o crénica por
virus de hepatitis (A, B o C] infecciones, leucacitosis, fiebre, hipo-
proteinemia y enfermedades del metabolismo del hierro.

Figura 1. Modelo de compartimentalizacion de hierro en
testiculos.
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» Se muestran tres CS y sus alrededores. La transferrina cede el hierro a
las células germinales y los espermatozoides maduros lo devuelven
al medio intratubular para ser almacenado por la ferritina. TS tdbulo
seminifero, EG espermatogonia, EP espermatocito primario, CS célula
de Sértoli, Z espermatozoide, TfR1 receptor de transferrina, CR cuerpo
residual.
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Procesamiento de las muestras de semen

Las muestras de semen, luego de su licuefaccién (30 -
60 minutos de su recoleccién), fueron utilizadas para esper-
mograma bdsico, segiin normas OMS 201013 y test funcio-
nales. Posteriormente, se tom¢é una alicuota de 500 pl para
la técnica de swim-up. El resto de la muestra de semen se
centrifugé por 30 minutos a una velocidad de 5.000 rpm por
10 min y el sobrenadante resultante, el plasma seminal, se
colocd en un tubo Eppendorf® de 1,5 ml, se centrifugé nue-
vamente para eliminar las células remanentes y se conser-
v6 a -20°C para su posterior analisis.

Movilidad y concentracion espermatica

Para evaluar la movilidad espermatica, se homogenizé la
muestra y se colocaron 10 pL en un portaobjetos. Se ob-
servaron con el microscopio de contraste de fase (Nikon
Labophot2) 5 campos al azar con un aumento de 400x y
se considerd el siguiente orden de categorias: MP, NP e . El
examen de movilidad se realizé por duplicado. Los valores
de las distintas categorias se informaron como porcentajes
de cada uno de los recuentos. Se definié como el limite de
referencia inferior (LRI) para la movilidad total (MP+NP] un
40 %y para la MP del 32 %.13

Para determinar la concentracion espermatica, se reali-
z6 una dilucion con Mac Comber y Saunders [NaHCO 35 %
(p/v), Formol 40 % 1 % (v/v]]. El recuento se llevd a cabo por
duplicado en Camara de Neubauer [Boeco, Hamburg, HA,
Alemania). EI LRI para concentracion es de 15 x 10° esper-
matozoides/mL.

Preparacién de muestras de suero

La recoleccion de 10 ml de sangre sin anticoagulante se
realizé previa venopuncién de miembro superior. Luego de
la exudacidn de lamuestra de sangre (aproximadamente 30
minutos en bafio Maria a 37°C}, se centrifugd a 3.500 rpm
durante 10 minutos. El suero se conservd a -20°C hasta la
realizacion de las determinaciones de laboratorio.

Determinaciones bioquimicas

La determinacién de Fe y Pt se realizé por método colo-
rimétrico, en tanto FN se determiné por método inmunotur-
bidimétrico. Para dichas determinaciones, se utilizé el ana-
lizador Cobas C501° (Roche Diagnostics) en la medicion en
plasma seminal y suero de los pacientes en estudio. Para
la medicién de la concentracién de Tf, en ambos fluidos se
utilizé la técnica de inmunodifusién radial (IDR). En suero
se cuantificé con la placa de IDR comercial DIFFU-PLATE®
(Biocientifica SA).

Técnica de IDR para bajas concentraciones

Dado que la concentracién de Tf en PS es 50 veces me-
nor que en suero, las placas comerciales de IDR no tienen la
sensibilidad suficiente; por ello, para medir la transferrina
seminal, se desarroll6 en nuestro laboratorio una placa de
IDR adaptada a bajas concentraciones.
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Tabla I. Valores poblacionales de proteinas totales, ferritina, hierro y transferrina en plasma seminal (n = 96).

Metabolitos V. Min V. Max M+ DE Mediana CV%

Pt (g/dL) 0,48 3,69 2,12+0,75 2,17 35,70
FN (ng/dL) 20,00 457,60 249,30 £ 95,86 270,10 38,50
Fe (pg/dL) 12,00 64,00 29,32+11,81 29,00 40,30
Tf (mg/dL) 1,80 16,33 5,19+3,72 4,25 69,70

» Pt, proteinas totales; FN, ferritina; Fe, hierro; Tf, transferrina; V. Min, valor minimo; V. Max, valor maximo; DE, desvio estandar; M + DE, media + desvio

estandar; CV, coeficiente de variacion.

Para la construccién de la placa de IDR, se utiliz6 agaro-
sa (Fisher Scientific) al 1,5 P/V en buffer Veronal Sédico-
Veronal (0,02 M con pH 8,6 y 0,005 M de cloruro de sodio)
y se afiadié anticuerpo comercial especifico para Tf sérica
(policlonal generado en conejo, Cédigo: 0SAX, Dade Behring
Inc. Newark, U.S.A) para alcanzar una concentracion final de
3,80 + 1,30 mg/dL (media + DE).

Prueba de test esperméatico modificado
(MosT)

Los espermatozoides son particularmente susceptibles
al cambio oxidativo debido al alto contenido de acidos gra-
sos poliinsaturados en su membrana plasmatica y al limi-
tado sistema antioxidante interno. Para realizar esta prue-
ba se separan los espermatozoides méviles mediante la
técnica de swim-up.*3 El Test de MOST evalta la pérdida de
movilidad de los espermatozoides luego de ser incubados
por 4 h en bafio de agua a 40 °C. El objetivo del MOST es el
de producir una peroxidacién lipidica forzada en los esper-
matozoides.'* El valor de MOST se calcula dividiendo la mo-
vilidad traslativa final por la movilidad traslativa inicial post
incubacién de 4h a 40°C de la muestra capacitada por swim
up / muestra capacitada pre incubacidn, utilizando un valor
de corte de 0,39 para separar muestras con MOST normal
(mayor a 0,39) y MOST anormal (menor o igual que 0,39).

Figura 2. Concentracién relativa de espermatozoides/
concentracion de TfT.
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Determinacién de ERO
Produccidn de éxido nitrico (NOx)

La medicién de NOx se realizé mediante la determinacion de la
cantidad total de nitritos (N0}, que son los productos estables del
metabolismo de NO en el liquido seminal. Se utilizé el reactivo de
Griess solucién acuosa de sulfanilamida al 1 % y naftilenetilendia-
mida al 0,1 %) en H3P0, el cual forma un cromdforo estable con
NO?, y que absorbe a 546 nm.!® Las medidas de absorbancia se
realizaron en un espectofotémetro Jenway 6705, Dunmow Essex.

Peroxidacion lipidica en PS, malonildialdheido
(MDA)

EI MDA es el producto final de la peroxidacién de los &cidos
grasos y un marcador de la actividad de los radicales libres. Para
la medicién de peroxidacién lipidica en PS se utilizé el método
del 4cido tiobarbiturico (TBA).1® Aunque el TBAno solo se limita a
la medicion del MDA, es el método mas empleado para determi-
nar la oxidacion lipidica y, por lo tanto, el estrés oxidativo. A 100
uL de PS, se le afadieron 200 plL de &cidotricloroacético al 25 %
y se incubd a 4°C durante 15 minutos; posteriormente, se cen-
trifugaron a 4°C 5000 g durante 3 minutos, y el sobrenadante
(100 pL) fue neutralizado con NaOH 4M. A 1 mL de la solucién
anterior se le adicioné 1 mL de TBA (Merck Millipore) al 0,7 % y
se incubd a 90°C durante 60 minutos. La reaccién de color se
midié espectrofotométricamente a 532 nm en la fase organica
(1-butanol). Se utilizé 1-1-3-3 tetrametoxipropano (99 % Sigma-

Figura 3. Movilidad progresiva/concentracién de TfT.
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Tabla II. Oxido Nitrico y concentracién de Tf en plasma seminal.

Muestras Absorbancia Concentracion de croméforo* Tf seminal (mg/dL)
de PS (546nm) (ug/mL)
/2 0,866 0,07544 7,31
’4 0,699 0,06089 12,09
’6 1,066 0,09286 3,59
7 0,543 0,04730 6,78
82 0,674 0,05871 16,33
83 1,046 0,09111 3,59
38 0,813 0,07082 10,58
44 0,651 0,05671 9,60
53 0,823 0,07169 4,85
56 0,769 0,06699 1,93
63 0,680 0,05923 8,67
Testigo™* 0,574 0,05000

» *Solucién acuosa de sulfanilamida y naftilendiamida en H3P04 con los NOx de la muestra; **solucion acuosa de nitrito de sodio.

Aldrich) como esténdar. La concentracion de MDA (medida
como sustancias reactivas del &cido tiobarbiturico, TBARs) se
calculé en pmol/L.

Andlisis estadistico

Para verificar una posible correlacién entre las variables, se
utilizd el coeficiente de correlacion de Spearman debido a la
falta de normalidad en la distribucién de las variables involucra-
das. Para la comparacién de las concentraciones de Tf, se rea-
liz6 la categorizacion en grupos. Se utilizaron los programas R
Commander® y Excel (Microsoft) para la base de datos. Se con-
siderd una significacion estadistica cuando p < 0,05.

Resultados

Se analizaron 115 muestras de semen y suero de pacientes
y voluntarios sanos (edad: 36,55 + 10,44). En la tabla | se ob-
servan los valores obtenidos: media (M), desvio estandar (DS)
y coeficiente de variacion (CV), para cada uno de los parame-
trosen PS.

Se estudié la concentracién relativa de células esperma-
ticas respecto de la concentracién de Tf medida para dichas
muestras. Se consideré el LRI (limite de referencia inferior) de
la concentracién de espermatozoides: 15x106 espermatozoi-
des porml [13].

Este estudio resultd altamente significativo, ya que ninguna

Figura 4. Relacion entre valores de MOST (Estrés Espermatico] y valor medio de Tf seminal.
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» Test de MOST en muestras seminales (n=23) con valores de Transferrina en PS mayores a la media (5 mg/dL) y valores menores o iguales a la media.
Azul, Test de MOST normal (> 0,39). Verde, Test de MOST alterado (<0,39).
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de las muestras seleccionadas, las cuales no cumplian con el
LRI, llega a la media poblacional de Tf (Figura 2). La concentra-
cién de Tf en PS tiene una relacion directa con la concentracion
espermética (r=0,3872, p-value =0,0070,p< 0,01,n =8]).

Se seleccionaron las muestras con espermatozoides
maviles progresivos, menores que el LRI (32 %), relacionan-
dolos con la concentracién de Tf. Al comparar el porcenta-
je de espermatozoides moviles progresivos respecto de la
concentracién de Tf en plasma seminal, pudimos observar
que el 85 % no alcanzaba la media poblacional. (Figura 3).
El porcentaje de espermatozoides méviles progresivos tam-
bién presenta una relacién directa con la concentracién de
Tf (r=0,3721; p-value = 0,0139, p< 0,05, n = 19].

En la tabla I, se observan los valores de absorbancia, con-
centracién del croméforo de NO% (ug/mL) y Tf seminal (mg/dL)
para 11 muestras, usando como testigo una solucién de 0,05
ppm de NO- [NO,Na (Merk-Millipore) Cat 7632 en agua bides-
tilada]. El coeficiente de correlacion entre la concentracion de
nitrito y la Tf seminal evidencid una relacién inversa, de media-
naintensidad, con un valor de - 0,53.

En la figura 4, se observa que, para valores de MOST anor-
males (menor o igual que 0,39], los valores de Tf seminal se
encuentran, en su mayoria, por debajo del valor medio hallado
en nuestra poblacion (5 mg/dL). La concentracién espermati-
ca no se relaciona con los valores de MOST (r=0,12; n=23).

Enlatabla lll, se observan las absorbancias correspondien-
tes alas lecturas del MDA por el método de T- Bars comparadas
con la concentracion de Tf seminal de las muestras estudiadas
(n=14).

El coeficiente de correlacién entre la peroxidacion lipidica y
la TfT evidencid una leve relacidn inversa, con un valor de - 0,39.

Discusion

En la bibliografia consultada, se observaron valores muy
dispares de los metabolitos estudiados, Fe, Tf, Fn y Pt, en plas-
ma seminal, y por ello es necesario contar con valores referen-
ciales propios, calculados en nuestra poblacién y con nuestra
metodologia para avanzar en el conocimiento de la homeosta-
sis del hierro en testiculos.

En nuestro estudio, los marcadores bioquimicos analiza-
dos fueron significativamente diferentes en plasma seminal
y suero y no se encontré relacion entre los mismos. Estas di-
ferencias pueden estar asociadas a la secrecidn selectiva de
testiculo, epididimo y glandulas accesorias masculinas y al
ambiente especifico requerido para el metabolismo y mante-
nimiento de la funcién espermatica.

En nuestros estudios, observamos que el 100 % de los pa-
cientes con oligozoospermia (LRI < 15x10° Z/mL) presenta-
ban una concentracidn de TfT inferior a la media poblacional.

La correlacién positiva entre la Tf en PS con el recuento y la
concentracion espermatica confirma los reportes previos que
asocian la disminucién en su concentracién en PS con la dis-
minucidn de la expresidn del RTf en pacientes con azoosper-
mia no obstructiva) "8 y en pacientes con oligozoospermia.t

Con respecto a la movilidad, encontramos una correlacién

ByPC sep-dic 2021; 85(3)

positiva entre la concentracién de Tf en PS y el porcentaje de
espermatozoides moviles progresivos: mas del 80% de las
muestras con baja movilidad presentaban una concentracién
de Tfinferior a la media poblacional. Este resultado concuerda
con la investigacién de Yoshida'®, que describe niveles bajos
de Tf en pacientes con oligoastenozoospermia.

Estos resultados sugieren que la disminucién de la con-
centracién de Tf en PS podria estar asociada a una esperma-
togénesis anormal que conduce a una disminucién en el nd-
mero y movilidad de los espermatozoides.

Las células de Sértoli actian como sustento fisico y meta-
bélico del proceso de diferenciacién de los espermatozoides.
Las alteraciones en su funcién podrian estar relacionadas
con una espermatogénesis anormal y mal funcionamiento
testicular, lo que sugiere que la TfT podria usarse como un “in-
dice clinico confiable”, en sujetos clinicamente definidos, del
estado funcional de las CS.2°

Hasta el momento, sélo la medida de la proteina ligadora
de andrégenos (ABP), otra glicoproteina secretada por las
células de Sértoli, puede ser considerada como marcador es-
pecifico funcional de estas células.?! Sin embargo, su concen-
tracién en semen es muy baja y su determinacidén requiere
métodos y equipamiento de alta complejidad. Por esta razén,
serfa importante que se pudiera utilizar la medicién de Tf
como posible marcador clinico de la funcién de las células de
Sértoli en el hombre.

El EO interfiere con la capacitacién espermatica y pue-
de causar dafios tanto en la membrana del espermatozoide
como en el ADN, afectando su potencial para fertilizar el évulo
y generar un embrién sano. La medicién precisa tanto de ERO
como de la capacidad antioxidante total es importante para
determinar si el estrés oxidativo es la causa subyacente de la
infertilidad masculina.

En nuestro trabajo, encontramos relacion inversa entre los
niveles de ERO y la concentracidn de TfT en plasma seminal.
Los niveles de ERO fueron estudiados por dos métodos dife-
rentes: T-BARS y nitritos.

Para medir el efecto de las ERO en lamembrana, se utilizé el
método de MOST, el cual mide peroxidacién lipidica forzada de
la membrana espermatica. Observamos que todas las mues-
tras con alta peroxidacion (valores de MOST mayores que 39],
independientemente de la concentracién de espermatozoi-
des en semen, tenfan baja concentracién de Tf.

Otros investigadores?®23 han estudiado la funcién de las
proteinas transportadoras de metales como antioxidantes.
Se postula la funcién de la Tf como proteina antioxidante que
contribuye a la integridad y funcidn de |a célula espermatica.

Las técnicas disponibles actualmente en un laboratorio de
andrologia para el diagnéstico de la infertilidad masculina son
numerosas, desde el estudio descriptivo tradicional del semen
alos bioensayos funcionales y los criterios bioquimicos.2413

La identificacién de nuevas vias y mecanismos molecu-
lares en la infertilidad masculina podria contribuir significati-
vamente al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en
este campo.?®
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Con n base en nuestros resultados, proponemos incorporar
la TfT como un posible biomarcador de la funcién reproductiva
masculina y realizar una evaluacion sistematica de las ERO,
tanto en PS como en la membrana del espermatozoide, que in-
tegre el protocolo de estudio de |a pareja infértil, especialmen-
te en aquellas parejas con infertilidad idiopatica.

Es necesario estudiar un mayor nimero de pacientes y dis-
criminarlos por patologias para poder concluir cudl técnica de
medicién de ERO es la mas adecuada.
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Resumen

Introduccién: La osteocalcina aumenta la secrecién de insulina, la insulino-sensibilidad, por intermedio de la
secrecién de adiponectina y el consumo energético; disminuye la glucosa plasmatica y la masa corporal y
estimula las células beta pancreaticas. Recientes estudios parecen demostrar una regulacién mutua entre el
metabolismo energético y el hueso a través de la osteocalcina. Objetivos: Evaluar si existe correlacién entre
los niveles séricos de osteocalcina con marcadores de insulinorresistencia de inflamacién y otros marcadores
metabdlicos en una poblacién adulta con sindrome metabdlico (SM). Materiales y métodos: Se incluyeron 95
pacientes: 58 mujeres y 37 hombres con una media de edad de 51,5+ 8,5y 53,6 + 9,3 afios, respectivamente,
con diagndsticos de SM, segun criterios del National Cholesterol Education Program. Se practicd a cada pacien-
te una extraccion de sangre venosa con 12 horas de ayuno. Se dosaron los siguientes analitos: osteocalcina,
glucemia basal, insulina, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, triglicéridos TG, hemoglobina glicosila-
da, proteina C reactiva, apoproteina A1, apoproteina B, leptina e interleuquina 6. Resultados: los valores de os-
teocalcina mostraron correlacién negativa con: glucemia basal (r=-0,29, p <0,005), TG (r=-0,24, p <0,005),
HbAlc (r=-0,23, p < 0,005) e indice T6/HDLc (r = -0.23, p < 0,005) en toda la poblacién. Conclusiones: Los
niveles bajos de osteocalcina se correspondieron con la elevacién de un indicador de insulinorresistencia y con
parametros de mal control metabdlico; mostraron también una asociacién inversa de los valores de osteocalci-
na sérica con el riesgo de aparicién de eventos metabdlicos adversos.

Palabras clave: osteocalcina, sindrome metabdlico, insulinorresistencia, inflamacioén.
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Introduction: Osteocalcin increases insulin secretion, insulin sensitivity through adiponectin secretion, and
energy consumption, and decreases plasma glucose and body mass and stimulates pancreatic beta cells. In
addition, it has been recently shown that osteocalcin is responsible for a mutual regulation between energetic
metabolism and the bone. Objectives: To evaluate whether there is a correlation between serum levels of osteo-
calcin, insulin-resistance markers, inflammation biomarkers and other metabolic markers in an adult popula-
tion diagnosed with Metabolic Syndrome (MS]. Materials and methods: A total of 95 patients were included:
58 women and 37 men with a mean age of 51.5 + 8.5 and 53.6 + 9.3 years respectively, all with MS diagnosis
according to the criteria of the National Cholesterol Education Program. Venous blood was drawn from each
patient after 12 hours of fasting. The following analytes were dosed: osteocalcin, basal glycemia, insulin, total
cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides (TG), glycosylated hemoglobin, C-reactive protein,
Apoprotein A1, Apoprotein B, leptin and interleukin 6. Results: Osteocalcin values showed a negative correlation
with: basal glycemia (r=-0.29, p=<0.005), TG (r=-0.24, p =< 0.005], HbAlc (r=-0.23, p =< 0.005] and the
TG/HDL cholesterol index (r=-0.23, p<0.005]. Conclusions: Low osteocalcin levels were related to the increase
in an insulin resistance indicator and poor metabolic control parameters and serum osteocalcin values were
inversely associated with the risk of the appearance of adverse metabolic events.

Key words: osteocalcin, metabolic syndrome, insulin resistance, inflammation.
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Introduccién

La osteocalcina es una proteina oseoespecifica que posee nu-
merosos rasgos de hormona. Tiene un peso molecular de 5,7
kDa., es producto de las células de estirpe osteoblastical y el
mayor componente no mineral de la matriz extracelular. Es la
proteina no coldgena mas abundante, aunque no estd involu-
crada en la formacién sea, a pesar de ser un marcador bioqui-
mico de ella.>?

Es conocido que la osteocalcina aumenta la secrecién de insu-
lina y la insulinosensibilidad en los tejidos por intermedio de la
secrecién de adiponectina; disminuye la glucosa plasmatica;
estimula la funcién y proliferacién de las células beta pancrea-
ticas, la disminucién de la masa grasa y el aumento del consu-
mo de energia.l*

El tejido adiposo blanco es secretor de adipocinas, entre las
cuales se encuentran el factor de necrosis tumoral tipo alfa
(TNFa) y la adiponectina, leptina, interleucina 6 (IL-6), entre
otras.®

La leptina también regula la remodelacién ésea actuando en
forma directa sobre los osteoblastos.** Estos mecanismos es-
tan implicados en una regulacién comun del apetito y la masa
6sea y la leptina es la Unica hormona que influye de manera
significativa en esta y en otras funciones. Todo lo descripto in-
dicarfa la presencia de una regulacién mutua entre el metabo-
lismo energético y el hueso, cuyo mediador es la osteocalcina.
Se ha hallado en pacientes adultos una correlacién entre la
concentracién sérica de osteocalcina y distintos marcadores
de sindrome metabdlico que permite evidenciar la existencia
de unarelacién de tipo inverso entre la osteocalcina, los niveles
circulantes de glucosa y la masa grasa.®?

Ya se ha establecido que los pacientes diabéticos tienen meno-
res niveles de osteocalcina respecto de los no diabéticos! y se
verificé larelacién inversa entre osteocalcina y glucemia basal,
insulina, hemoglobina glicosilada (HbAlc), indice HOMA, PCR
ultrasensible, IL-6, y otros parémetros.9 Ademas, las concen-
traciones en plasma de IL-6 y adiponectina se emplean como
indicadores de la predisposicién a presentar diabetes mellitus
tipo 2.>11

Los niveles circulantes de osteocalcina se correlacionan in-
versamente con pardmetros de adiposidad como el indice de

masa corporal (IMC) o la masa grasa, con anormalidades en los
valores de lipidos circulantes y de sus indices: indice de riesgo
(IR}, indice Tg/HDL, entre otros.'?!3 Los modelos en ratones
mostraron la osteocalcina como una hormona reguladora posi-
tiva de la biosintesis de insulina y de la insulinosensibilidad; los
niveles disminuidos de osteocalcina se asociaron a diabetes,
intolerancia a la glucosa e insulinorresistencia.*4
Alteraciones en el metabolismo de |a glucosa podrian estar im-
plicadas en la disminucién de la masa 6sea y ser un factor de
riesgo para la aparicién de fracturas. La adiponectina, la lepti-
na, la osteocalcina y lainsulina estarianinvolucradas en lainte-
gracion de varios tejidos, relacionando las funciones del tejido
graso, pancreas endécrino y hueso, regulando el metabolismo
de la glucosa, la formacién - resorcién dsea, el metabolismo de
los lipidos y el energético. Ademas, la diabetes mellitus tipo 2 y
la obesidad son patologias enlas que la participacién de las adi-
pocinas como la IL-6, TNFa., adiponectina y leptina contribuyen
al deterioro del endotelio.

La IL-6 es una citoquina proinflamatoria producida por varios
tipos celulares tales como fibroblastos, células endoteliales,
musculo esquelético y tejido adiposo blanco visceral. Induce
a un aumento de la trigliceridemia y de las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL), a laresistencia a lainsulinay a una
disminucidn de la actividad de la lipoproteinlipasa. Las cateco-
laminas inducen la produccién de 16 y los glucocorticoides la
inhiben.!® Su funcién principal se da, en el sistema inmune, en
el control de la inflamacién. Realiza importantes funciones en
la homeostasis del sistema nervioso central (SNC), en la res-
puesta al ejercicio fisico y en el metabolismo (particularmente,
en funciones relacionadas con la insulina). Diversos estudios
han demostrado que la IL-6 podria tener un papel en el control
del peso corporal, tanto a nivel de SNC como periférico.®

El sindrome metabdlico (SM] o sindrome de insulinorresisten-
cia es un conjunto de factores fisiolégicos, clinico-bioquimicos
ymetabdlicos que conllevan un aumento del riesgo de desarro-
llar enfermedad cardiovascular o diabetes mellitus tipo Il con el
consiguiente aumento de riesgo de muerte por dichas patolo-
gias. Estos factores incluyen: resistencia a la insulina, exceso
de grasa abdominal, dislipidemia aterogénica, disfuncién endo-
telial, hipertensién arterial y estado de hipercoagulabilidad, en-

Tabla I. Sindrome metabdlico. Criterios diagndsticos, segtin NCEP/ATP Il (National Cholesterol Education Program).

NCEP/ATP I
Triglicéridos = 150 mg/dl v
HDL-CL < 40 mg/dl en hombres y 50 mg/dl en mujeres v
Presion arterial > 135/85 mmHg v
Glucemia en ayunas > 100 mg/dl v
Obesidad central v
Factores de riesgo y diagndstico 3 criterios

» Fuente: NCEP-ATP Ill JAMA 2001;285:2486-97

ByPC sep-dic 2021; 85(3): 39-43 // ISSN-e 2684-0359



Benhaim y col. Biomarcadores en el sindrome metabdlico y su correlacién con la osteocalcina sérica m

tre otros. El Informe del Adult Treatment Program 1l (ATP 111} del

NCEP (National Cholesterol Education Program) presentado en

2001 definié la presencia de SM, si se cumplen tres o mas de

los siguientes criterios (Tablal):

1. Obesidad abdominal, con circunferencia de cintura > 102
cm. en hombresy > 88 cm. en mujeres.

. Triglicéridos: = 150 mg/dl.

. HDLc: <40 mg/dl en hombres; < 50 mg/dl en mujeres.

. Presién arterial: 2 135/2>85 mmHg.

. Glucosaenayunas: 2110 mg/dl.

El objetivo de este trabajo fue evaluar si existe correlacion

entre los niveles séricos de osteocalcina (marcadores de

insulinorresistencia), los biomarcadores de inflamacién y

otros marcadores metabdlicos en una poblacién adulta con

diagnéstico de sindrome metabélico.

gl b w

Materiales y métodos

Se incluyeron pacientes que concurrieron al Servicio de
Laboratorio del Hospital Interzonal General de Agudos Eva
Perdn y del Hospital Teodoro Alvarez, los cuales reunian 3 o
mas de los 5 criterios diagnésticos de SM, segin NCEP/ATP
Il (National Cholesterol Education Program). Se excluyé a
aquellos que estaban bajo tratamiento con insulina, terapia
hormonal de reemplazo o corticoides.

Se le practicé a cada paciente una extraccién de sangre
venosa, luego de un ayuno de 12 horas. Se dosaron las si-

guientes determinaciones: osteocalcina (N-mid. osteocal-
cina. ECLIA Cobas Roche VR: H 14 - 46 ng/ml, M 11 - 46 ng/
ml), glucemia basal (glu, Hexoquinasa colorimétrico. Cobas
Roche VR 70 - 110 mg/dl), insulina (Insulina ECLIA Cobas
Roche VR: 2,6 - 13 pUl/ml), colesterol total (CT Cobas Roche
VR: menor de 200 mg/dl]], HDL colesterol (HDLc enzimati-
co directo Cobas Roche VR: H>40mg/dl M>50 mg/dl.), LDL
colesterol (LDLc método homogéneo enzimatico colorimé-
trico (VR: riesgo bajo <129 mg/dl, riesgo moderado: 130 -
189 mg/dl; riesgo muy elevado: >190 mg/dl). triglicéridos
(TG Enzimatico colorimétrico Cobas Roche VR: hasta 175
mg/dl]), hemoglobina glicosilada (HbAlc% inmunoturbidi-
metria Wiener Lab VR: hasta 5,9 %), proteina C reactiva ul-
trasensible (PCRus] (inmunoturbidimetria Cobas Roche VR:
hasta 0,50 mg/dl), apoproteina A1 (APoA1] (inmunoturbidi-
metria Cobas Roche. VR: >135 mg/dl], apoproteina B (ApoB])
(inmunoturbidimetria Cobas Roche VR: H 66 - 133 mg/dl, M
60 - 117 mg/dl], leptina (enzimoinmunoandlisis Drg Leptin
VR: BMIDE 25 A 29: mujeres: 4,1 a 14,5 ng/ml, hombres 0,5
a 14,6 ng/ml; BMI > 30: mujeres de 5,5 a 40,4 ng/ml, hom-
bres 2,5 a 42,1 ng/ml), interleucina 6 (quimioluminiscen-
cia Immulite 2000 DPC Siemens VR: H 5,9 pg/ml]. También
se calcularon los indices de insulinorresistencia: HOMA
(Insulina puU/ml X Glucemia mg/dl) / 405) VR: hasta 2,6 (16)
TG/HDLc VR: H hasta 3,5, M hasta 2,5 (17) y el indice ApoB/
ApoA1 VR: H hasta 0,90, M hasta 0,80.%8

Tabla Il. Caracteristicas de la poblacién.

Mujeres Hombres

61%n=>58 39%n=37
£ + DS £ +DS
Edad (afios]) 51,5 8,5 53,6 9,3
IMC 34,3 8,3 30,6 5,2
Glucemia (mg/dl) 163,6 69,3 164,5 66,5
HOMA 11,9 16,5 10,1 9,9
TG (mg/dl) 229 186 232 163
HDL (mg/dl) 44,8 12,7 42,0 13,3
HbALC (%) 7.63 2.24 7.80 2.10
Osteocalcina (ng/ml) 17,1 79 13,4 4,20
Insulinemia (pUl/ml) 29,7 34,4 25,2 24,2
TG/HDL 5,9 6,4 6,4 5,2
PCRus (mg/dl) 1,16 2,53 0,43 0,49
APoA1 (mg/dl) 191 37 175 31
ApoB mg/dl) 125 30 137 34
APO B/APO A1 0,67 0,22 0,74 0,19
LEPTINA (ng/ml) 28,3 19,5 8,0 6,5
IL6 (pg/ml) 11,64 10,42 10,57 6,08
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Tabla Ill. Correlacién entre diferentes parametros meta-
bélicos y la osteocalcina.

Parametro r P
Glucemia (mg/dl) -0,29 0,004*
HOMA 0,06 0,582
T6 (mg/dl) 0,24 0,021*
HDLc (mg/dl) 0,12 0,269
Leptina (ng/ml] 0,08 0,613
HbALC (%) 0,23 0,037*
Insulinemia (pUl/ml) 0,003 0,973
TG/HDLc -0,23 0,023*
ApoB/Apo Al -0,22 0,234
APoA1 (mg/dl) 0,01 0,962
PCRus (mg/dl) -0,14 0,196
IL6 (pg/ml) 0,34 0,06
ApoB (mg/dl) -0,25 0,192

» R, coeficiente de correlacién de Pearson; p, nivel de significancia para
un a.=0,05; los pardmetros con * correlacionan con osteocalcina.

Para el andlisis estadistico, se calcularon medias, desvio
estandar y coeficiente de correlacién de Pearson para va-
riables continuas, utilizando el programa GraphPad Prism
5,01 versién para Windows, GraphPad Software. S Diego,
California. USA. (Tabla Il].

Los pacientes incluidos en el estudio fueron invitados a par-
ticipar y firmaron un consentimiento informado. Asimismo,
tuvieron acceso a todos los resultados obtenidos.

Resultados

Se incluyeron 95 pacientes, 58 mujeres (61 %) y 37 hom-
bres (39 %) con una media de edad de 51,5+ 8,5y 53,6 +
9,3 afos, respectivamente. Los IMC medios calculados para
la poblacién en estudio fueron de 34,3 £ 8,3 en mujeres y
30,6 + 5,2 en hombres. Los resultados obtenidos en los
distintos parametros sanguineos para mujeres y hombres
fueron, respectivamente: glucemia (mg/dl) 163,6 £ 69,3 y
164,5+66,5HOMA 11,9+ 16,5y 10,1 +9,9; TG (mg/dl) 229
+ 1864232+ 163; HOL (mg/dl) 44,8 + 12,7 y42,0 + 13,3;
HbA1C (%) 7,63 + 2,24 y 7,80 + 2,10; osteocalcina (ng/ml)
17,1 £7,9y 13,4 + 4,20 ; insulinemia (pUl/ml) 29,7 + 34,4
y 25,2 +24,2;76/HDLc 5,9 + 6,4y 6,4 + 5,2; PCRus (mg/dl)
1,16 £2,53y40,43 + 0,49 APO AL (mg/dl) 191+ 37y 175+
31;AP0OB [mg/dl) 125+ 30y 137 + 34; AP0 B/APOA1 0,67 +
0,22y0,74 £0,19; leptina (ng/ml) 28,3+ 19,5y 8,0+ 6,5;
IL-6 (pg/ml) 11,64 + 10,42 y 10,57 + 6,08 (Tabla I].

Los valores de osteocalcina sérica mostraron correlacion
negativa con los de glucemia basal (r=-0,29, p=<0,005), TG
(r=-0,24, p=<0,005], HbAlc (r=-0,23, p=<0,005] e indice

TG/HDLc (r=-0,23, p<0,005), en toda la poblacién estudia-
da (Tabla lll).

Discusién

En la poblacién estudiada, cuya edad promedio es de 52,5
afios (rango 26 - 71), encontramos que los valores de os-
teocalcina se correlacionan negativamente con los de glu-
cemia basal y triglicéridos, con el valor porcentual de la
hemoglobina glicosilada HBA1c y con el indice triglicéridos/
HDL colesterol. Fue llamativo encontrar que el 94 % de los
pacientes con SM tuvieron valores de APO A mayores que el
valor limite minimo. Asimismo, el 39 % de los pacientes te-
nia valores normales/altos de HDL. Todos estos pacientes
cumplian con los criterios de inclusién para SM, pero estos
resultados nos llevan a hipotetizar que puede haber una
subpoblacion de pacientes con SM con valores de HDL pro-
tectores que les permitirian tener una evolucién diferente
en su patologia a lo largo del tiempo.

Los niveles de apolipoproteina B [ApoB) constituyen un po-
tente predictor de riesgo cardiovascular y, sin embargo, su
estudio en pacientes con sindrome metabdlico es escaso.
Nosotros encontramos 59 % de los pacientes con APOB ele-
vada (64 % mujeres y 50 % hombres]), por lo que seria reco-
mendable incluir este dosaje en los protocolos de estudio
en SM.

La relacién entre factores inflamatorios y enfermedad car-
diovascular sugiere que la inflamacidn crénica subclinica
juega un papel mayor en el desarrollo de |a aterosclerosis.
La concentracién de PCRus es un factor de riesgo indepen-
diente, predictor de enfermedad coronaria significativa-
mente asociada con masa grasa y con los distintos compo-
nentes del SM.2%21 En adultos la PCRus elevada es especifi-
ca del sindrome metabdlico.?? En este estudio, el 39,5 % de
los pacientes presenté PCRus elevada y el 73 % tuvo valores
de IL6 elevados, aunque no se correlacionaron con la con-
centracion sérica de osteocalcina en ninguno de ambos ca-
sos. Se ha descripto que la IL6 participa activamente en el
mecanismo de la resistencia a la insulina, ya que altera la
sefializacién de ella en los hepatocitos por lainduccién de la
proteina SOCS-3 (Supresor Cytokine Signaling-3), que inhi-
be la autofosforilacién del receptor de la insulina.?3 Por otra
parte, debido a la importante contribucién en la produccién
de IL6 que hace el tejido adiposo visceral (entre un 15 a un
30%), la obesidad abdominal es un factor de riesgo conside-
rable para la aparicion del sindrome metabélico.!®

Se ha sefalado una estrecha vinculacién entre el proceso
inflamatorio y el tejido adiposo a través de estructuras co-
munes que controlarian las funciones metabdlicas e inmu-
nolégicas. El factor NF-KB y el sistema JAK/STAT regulan la
expresion de citoquinas en humanos bajo el estimulo de
nutrientes como los acidos grasos y la glucosa y, posterior-
mente, por una retroalimentacién de las adipocinas produ-
cidas por diversos tipos celulares que componen el tejido
adiposo visceral.?* Asimismo, las células precursoras de los
adipocitos poseen una potente actividad fagocitaria y se
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evidencia en ellas una importante plasticidad celular.?®

De esta manera, se ha sugerido a través de mdltiples traba-
jos el papel fundamental que cumple el tejido 6seo median-
te una hormona, la osteocalcina cuya presencia regula la
insulinorresistencia, la aparicién de diabetes, |la obesidad y
todo el metabolismo energético. Asi, el tejido graso, que es
el 6rgano con funcién endécrina mas extenso, sufre la me-
diacién de otro 6rgano, en este caso, el esqueleto, y pone en
evidencia las multiples interrelaciones entre ambos, en las
que se ven también involucrados numerosos mediadores y
biomarcadores.

Se concluye que, en esta poblacién especifica, que incluye
un rango etario mas amplio que en trabajos anteriores he-
chos con adultos mayores, los niveles bajos de osteocalci-
na se correspondieron con la elevacién de un indicador de
insulinorresistencia y con parametros de mal control me-
tabdlico. Existe, asi, una asociacion inversa de los valores
de osteocalcina sérica con el riesgo de aparicion de eventos
metabdlicos adversos.
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Resumen

Introduccién: la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una enfermedad parasitaria sistémica
causada por Trypanosoma cruzi (T.cruzi). Se presenta en tres etapas clinicas: aguda, indeterminada, y crénica.
Objetivos: evaluar el desempefio de las pruebas serolégicas de hemaglutinacién indirecta para la deteccién de
anticuerpo contra T. cruzi (HAI) y de inmunofluorescencia indirecta (IF1). Conocer la frecuencia de resultados
positivos, calcular la concordancia, la sensibilidad y especificidad del método HAI con respecto a la IFl en una
poblacién especifica. Implementar un sistema documental (SD], en cuanto a estructura y formato, como parte
de un sistema de gestion de calidad (SGC). Materiales y métodos: se realizé un estudio observacional, retros-
pectivo, empleando criterios de inclusién y exclusion. Se evaluaron resultados de pacientes que concurrieron
al establecimiento del Sanatorio Aconcagua y, en particular, se evalud la sensibilidad y especificidad de ambos
métodos. Se desarrollaron documentos de soporte de laboratorio para estas metodologias como parte del SGC.
Resultados: se realizaron 103 determinaciones: 12 concordaron en su positividad para las técnicas de HAl y
de IFl, 88 dieron resultados negativos para ambas técnicas y 3 muestras resultaron discordantes para ambas
pruebas. La sensibilidad para HAl fue de 92,3 %, la especificidad, de 97,8 %; se obtuvo un indice de concordancia
IC de 97 %. Conclusidn: se puede observar que las dos técnicas inmunoldgicas utilizadas como métodos serolé-
gicos para el estudio de la enfermedad de Chagas poseen una buena concordancia en cuanto a su sensibilidad
y especificidad. La implementacién de un SD nos garantiza el soporte de un SGC.

Palabras claves: Tripanosoma cruzi, inmunofluorescencia indirecta, hemaglutinacién indirecta.
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Introduction: Chagas disease or American trypanosomiasis is a systemic parasitic disease caused by Trypano-
soma cruzi.Chagas disease has three clinical stages: the acute, indeterminate, and chronic stages. Objectives:
i) to evaluate the performance of indirect hemagglutination (IHA) serological tests and indirect immunofluo-
rescence (IFl] for the detection of antibodies against T. cruzi in Chagas patients; i) to evaluate the frequency
of positive results, and to calculate the concordance, sensitivity and specificity of the IHA method with respect
to the IFlin a specific population; and ii) to implement a documentary system in terms of structure and format,
as part of a Quality Management System [QMS]. Materials and Methods: An observational, retrospective study
was carried out, using inclusion and exclusion criteria. Results of patients who attended the Laboratory Service
of the Sanatorio Privado Aconcagua, Cérdoba, Argentina, were evaluated. The sensitivity and specificity of both
methods were evaluated. Laboratory support documents were developed for these methodologies, as part of
the QMS. Results: A total of 103 determinations were made: 12 agreed on their positivity for the IHA and IFl
techniques, 88 results were negative for both techniques and 3 were discordant for both tests. The sensitivity
and specificity for [HA were 92.3% and 97.8% respectively, and a concordance index of 97% was obtained. Con-
clusion: The two immunological techniques used as serological methods to study Chagas disease have good
agreement in terms of their sensitivity and specificity. The implementation of a documentary system guaran-
tees the support of a QMS.

Key words: Trypanosoma cruzi, indirect immunofluorescence, indirect hemagglutination.
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Introduccién
La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis america-

na es una enfermedad parasitaria sistémica crénica, de

trasmision vectorial, causada por el protozoario flagelado

Trypanosoma cruzi (T.cruzi]. Se encuentra en zonas endé-

micas de 21 paises de América Latina, donde se transmite

a los seres humanos principalmente por las heces u orina

de insectos triatomineos, que se alimentan de sangre, co-

nocidos como “vinchuca”, “chinches” o con otros nombres,
dependiendo de la zona geografica donde se encuentren.

Los triatomineos, por lo general, viven en las grietas y hue-

cos de las viviendas, tanto en zonas rurales como en zonas

suburbanas y urbanas. Permanecen normalmente, ocultos
durante el dia y entran en actividad por la noche, alimentan-
dose de sangre?.

EI T. cruzi se transmite a los seres humanos y otros ma-
miferos a través de insectos, vectores infectados que pi-
can en zonas expuestas de |a piel como la cara y defecan
u orinan cerca de la picadura. Los parasitos penetran en el
organismo cuando la persona picada se frota instintivamen-
te y empuja las heces o la orina hacia la picadura, los ojos,
la boca o alguna lesién cutanea abierta. También se puede
transmitir por medio de transfusién de sangre infectada,
trasplante de érganos provenientes de una persona infec-
tada, transmisién vertical durante el embarazo o canal de
parto, consumo de alimentos contaminados, contacto con
heces u orina y por accidentes con material biolégico en el
laboratorio, entre otras causas.?

La enfermedad de Chagas es potencialmente mortal. Se
estima que en el mundo habitan aproximadamente 10 mi-
llones de personas infectadas por el T cruzi. Inicialmente,
la enfermedad de Chagas estaba confinada en la regién de
las Américas, principalmente en América Latina, pero, en la
actualidad, se ha diseminado por otros continentes y, en
las dltimas décadas, se ha observado con mayor frecuencia
en los Estados Unidos de América, Canada, muchos paises
europeos y algunos del Pacifico Occidental®.

Es una enfermedad grave, pero curable, si se efectda el
tratamiento adecuado (antiparasitarios). Dada su evolu-
cién, esta enfermedad cursa hacia la cronicidad atravesan-
do tres etapas: aguda, indeterminada, y crénica.

e Etapaaguda: comienza luego de haber estado en contac-
to con el parasito a través de cualquiera de las vias antes
mencionadas; puede durar entre cuatro y seis semanas
y presentarse con o sin sintomatologia. En caso de ma-
nifestarse sintomas, estos pueden aparecer entre los 5
y 14 dias posteriores a la picadura del insecto infectado.
Una manifestacion clasica, aunque no siempre evidente,
consiste en la hinchazén de uno o los dos parpados, lla-
mada “signo de Romana”. En general, es dificil el diagnés-
tico clinico de la etapa aguda, la cual, mayoritariamente,
pasa desapercibida.*

¢ Etapaindeterminada: es el periodo que continda luego de
la fase aguda; puede durar varios afios o incluso toda la
vida y se caracteriza por la ausencia de sintomas cardia-

cos, digestivos u otros. Generalmente, el 30 % de las per-
sonas infectadas evoluciona hacia la fase crénica luego
de un periodo que puede oscilar entre 15 y 30 afios. Esta
etapa puede detectarse a través de la realizacion de un
analisis de sangre (determinacién serolégica).®
 Etapa crénica: es la etapa en la que se desarrolla la “en-
fermedad” de Chagas propiamente dicha. Suele presen-
tarse luego de 15 a 20 afios de producida la infeccién
y solo evoluciona en dos o tres de cada diez casos. Las
manifestaciones son consecuencia de lesiones orga-
nicas irreversibles y progresivas, generalmente, a nivel
cardiaco, y puede estar afectado también el tracto gas-
trointestinal.® El diagndstico de infeccién por T. cruzi se
realiza por métodos parasitolégicos directos o métodos
serolégicos. Los métodos directos implican la visualiza-
cién del pardsito en la sangre del paciente y tienen re-
levancia para el diagnéstico de infeccidn por T. cruzi en
la etapa aguda’. Durante la etapa crénica, la baja para-
sitemia hace que los métodos parasitoldgicos conven-
cionales sean de escaso valor diagndstico en el manejo
clinico de los pacientes; para ello se deben utilizar los
métodos serolégicos que implican la deteccién de anti-
cuerpos especificos anti T.cruzi en sangre. En nuestro
pais, el diagndstico seroldgico debe realizarse por, al me-
nos, dos métodos en paralelo y, en caso de discordancia,
se debe recurrir a una tercera prueba para su confirma-
cién. Los métodos serolégicos tienen que cumplir con
los requisitos establecidos y deben estar debidamente
estandarizados y validados por el Instituto Nacional de
Parasitologia Dr. Mario Fatala Chabén, Centro Nacional de
Referencia.®
En el presente trabajo, se evalué el desempefio de las
pruebas serolégicas utilizadas de rutina para la enfermedad
de Chagas, con la finalidad de detectar técnicas confiables
para el diagnéstico preciso en muestras de pacientes. La
hemaglutinacion indirecta (HAI) se basa en la propiedad que
tienen los anticuerpos anti T. cruzi de producir aglutinacién
especifica en presencia de glébulos rojos sensibilizados con
antigenos citoplasmaticos y de membrana del T. cruzi. En po-
blaciones endémicas, este método seroldgico tiene una bue-
na sensibilidad y especificidad en pacientes con enfermedad
crénica. La técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) uti-
liza anticuerpos fluorescentes y se basa en la capacidad de
los anticuerpos para unirse a ciertos colorantes fluorescentes
sin alterar sus propiedades inmunolégicas. El procedimiento
delalFl se basaendosreacciones: en el primer paso, el suero
del paciente se pone en contacto con el sustrato antigénico;
silos anticuerpos estan presentes en el suero, estos se unen
al antigeno formando un complejo antigeno-anticuerpo. En el
segundo paso, se agrega una antigammaglobulina humana
conjugada con el fluorocromo isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Si el complejo antigeno - anticuerpo se formé en el pri-
mer paso, la antigammaglobulina conjugada se unira a este
en el segundo paso. Una reaccién positiva se evidencia como
una fluorescencia verde manzana brillante, la cual podra ob-
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servarse con ayuda de un microscopio de fluorescencia. La
técnica de IFl tiene una sensibilidad aproximada de 70 - 90 %
en las primeras semanas, en pacientes en la etapa aguda y
un 100 %, en pacientes en la etapa crénica de la enfermedad
de Chagas.

Ademas, en este trabajo, se planted como objetivo desa-
rrollar un sistema documental (SD) que facilite el flujo de
documentos, de manera manual o electrénica, ya que este
sistema es 6ptimo para vincular toda la informacién sobre el
funcionamiento interno de la organizacién y alcanzar un ma-
yor rendimiento y eficiencia.

Conceptualmente, un SD esta disefiado para almacenar,
administrar y controlar el flujo de documentos dentro de una
organizacién. Se trata de una estrategia de organizacion de
los documentos para que los usuarios puedan acceder de for-
ma facil y sencilla y se utiliza para transmitir y asegurar que
todas las personas que hacen una tarea comun la realicen
siempre de la misma forma armonizando, consecuentemen-
te, la forma de trabajo).

Un sistema de gestion de calidad (SGC) aporta, entre otros
beneficios, un sistema de control de documentos, que identi-
fica las politicas aplicadas en ese momento, los procesos, los
procedimientos y formularios para realizar los registros de las
acciones realizadas; ademas, describe los elementos de un
sistema de gestién documental, que incluye la identificacion
y el control de documentos, la creacién de nuevos documen-
tos, revisién y proceso de aprobacién, el proceso de cambio
de documentos, la revision periédica de los mismos, de archi-
vo, almacenamiento y retencién.® La estructura de los docu-
mentos debe ser uniforme y presentar un nimero Unico de
identificacién, nimero de versidn, titulo del documento, nom-
bre de la autoridad revisora, fecha de emisién, indice de regis-
tro de documentos, que se debe mantener para identificar los
documentos actuales y la ubicacién de todas las copias. La
documentacién y registro aportan orden interno en la empre-
sa y permiten, enfrentar con mayor integridad y dinamismo
los cambios incesantes del mercado.

El SD también suministra las bases estructurales para la
realizacién de las auditorias internas, donde el mismo perso-
nal debidamente capacitado y con conocimientos sobre los
procesos verifica, de una forma objetiva e independiente, que
lo establecido en la documentacidn es lo que efectivamente
se realiza.!% El SD en su conjunto representa una evidencia
objetiva del sistema de calidad, que permite la trazabilidad
de los resultados. La redaccién de los documentos debe eje-
cutarse de forma clara y precisa y asi, lograr una secuencia
l6gica en el armado del SD. La estructura de un SD se dispone
jerarquicamente en una pirdmide: se ubica de manera orde-
nada, en la cima, el nivel de los documentos de mayor impor-
tancia y que, basicamente, constituyen, a la vez, la politica
y manual de calidad, los cuales describen en su conjunto el
SGC de la organizacion (Figura 1). El nivel Il esta conformado
por procedimientos generales y operativos, los cuales repre-
sentan la estructura central del SD. En el nivel lll, se sitdan
los instructivos de trabajo, que son documentos dindmicos y

I ——
Figura 1. Piramide Documental.

Politica de
caliad

Instructivos
v

Registros

» Piramide documental de un sistema de gestién de calidad. Se eviden-
cian los diferentes tipos de documentos y sus jerarquias, en orden
ascendente. Fuente: http://denovaelturismo.blogspot.com/2019/01/
piramide-documental.html.

de menor envergadura que los citados anteriormente. Final-
mente, en el nivel IV, representando la base de la pirdmide
documental, se sitdan los registros, imprescindibles para dar
sostén a la estructura de un SGC!?, que representan la evi-
dencia objetiva de las actividades realizadas.

Un SGC tiene un reconocimiento importante por parte de
los integrantes de la institucién, en la que los compromisos
asumidos son esenciales para garantizar la calidad en todas
las actividades y procesos dentro de la organizacién. En este
sentido, las normas IS0 (International Standarization Organi-
zation) proveen lineamientos en cuanto a los requisitos para
la competencia y la calidad respecto de las actividades que
se desarrollan en una organizacion. La estructura o jerarquia
de la documentacién de un SGC se alinea con los procesos del
laboratorio y los puntos de la norma aplicable a dicho siste-
ma. El desarrollo de esta documentacién es esencial que se
haga de una manera sistematica y estructurada, basada so-
bre este tipo de normativas.?

En este trabajo, para elaborar nuestro SO, nos basamos en
laNorma IS0 9001:201513, Sistemas de gestién de la calidad,
la cual es una herramienta que contribuye a mejorar y contro-
lar el rendimiento de una organizacién para lograr la eficien-
ciaen el trabajo, la excelencia enla atencidn al cliente y la ca-
lidad de productos y servicios. Los principales beneficios de
la implementacién de esta norma, podrian resumirse en los
siguientes: mejora de credibilidad e imagen de la institucién;
mejora de |a satisfaccién del cliente, al planificar y cumplir los
requerimientos del mismo; mejoramiento de la integracion de
los procesos en eficiencia y ahorro de costos; mejora de la
evidencia objetiva, a través de los registros, para la toma de
decisiones; creacion de una cultura de mejora continua, prin-
cipio clave en la construccién e implementacién de los SGC y
generacién de compromiso y empoderamiento de los usua-
rios del SGC (cliente interno).

En este contexto, el ciclo de Deming es una herramienta

ByPC sep-dic 2021; 85(3): 44-50 // ISSN-e 2684-0359



Mamaniy col. Comparacién de dos métodos para la determinacion de anticuerpos anti Trypanosoma cruzi incorporando un sistema documental m

que permite optimizar el funcionamiento de un SGC. El mis-
mo se basa en la estrategia de planear - hacer -verificar - ac-
tuar, lo cual permite a una organizacién asegurarse de que
SUS procesos cuenten con recursos Y que os mismos se ges-
tionen adecuadamente, al determinarse las oportunidades
de mejoras, y que se actde en consecuencia (Figura 2).1

Al'implementar el ciclo de Deming en una organizacién,
se apunta a eliminar los problemas y alcanzar nuevos nive-
les de calidad y desempefio en cuanto a competitividad de
los productos y servicios, mejorando continuamente la cali-
dad, reduciendo los costos, optimizando la productividad y
aumentando la rentabilidad de la organizacion.!®

En este trabajo, se realizé una investigacion inicial de
nuestro laboratorio privado para ver con qué informacién
contabamos y con base en esto, poder planificar el desa-
rrollo e implementacion de nuestro SD.

El objetivo general fue evaluar el desempefio de los mé-
todos serolégicos a través de la técnica de hemaglutinacién
indirecta para la deteccién de anticuerpo contra trypanoso-
ma cruzi (HAI) y de la inmunofluorescencia indirecta (IF)
para el diagnéstico de Chagas, desarrollando un SD que nos
sirviera de soporte y garantizara mejorar nuestros analisis,
cumpliendo con los requerimientos de nuestros clientes.

Los objetivos especificos fueron:
 Conocer la frecuencia de resultados positivos de HAl e IFI

para el diagnéstico de Chagas en nuestra poblacién es-

tudiada.

e Evaluar la sensibilidad y especificidad de los métodos se-
rolégicos.

¢ Desarrollar e implementar un SD, contemplando los méto-
dos seroldgicos mencionados y su insercién en el resto
de la estructura del laboratorio.

Materiales y Métodos

Se realiz6 un estudio observacional, retrospectivo, con cri-
terio de exclusién y criterio de inclusién en el Laboratorio del
Sanatorio Privado Aconcagua de la ciudad de Cérdoba.

Se recolectaron datos del archivo informatico Labcore del
Laboratorio Privado Aconcagua correspondientes al periodo
enero-agosto del afio 2018. Se analizaron resultados, en pa-
ralelo, de los métodos HAl e IFl de 103 muestras de sueros de
pacientes que concurrieron a nuestro establecimiento.

Criterio de inclusidn: se incluyeron pacientes de ambos
sexos, adultos mayores de 18 afios y menores de 70 afios, a

Figura 2. Ciclo de Deming (PDCA).

Ciclo de Deming - PDCA

ACTUAR PLA.N.EAR
Analizar Objetivos
Acciones Recursos

Correctivas Comunicar

VERIFICAR HACER
Medida(s), Procesos /
Auditorias, Actividades

Verificaciones Productos / Servicios

» Ciclo de Deming: permite optimizar el funcionamiento, basandose sobre
estrategias como planificar - hacer - verificar - actuar, asegurandose un
proceso de mejora continua.

los cuales se les solicitaron HAl e IFl por sospecha de Chagas.

Criterio de exclusién: se excluyeron pacientes que no te-
nian las dos determinaciones en paralelo.

Técnicas de Laboratorio: se analizaron datos de resulta-
dos obtenidos por las siguientes técnicas, las cuales fueron
llevadas a cabo segin recomendaciones del fabricante:
Chagas HAI (Wiener Lab) e IFI Chagas (Biocientifica).

Obtencién de datos: los datos se obtuvieron del sistema
Labcore, que es un sistema integral del que dispone el Labo-
ratorio Privado Aconcagua. Se solicité al servicio del area de
Serologia el archivo de pacientes que concurrieron al esta-
blecimiento para el estudio del par serolégico.

Anilisis estadisticos: para establecer la sensibilidad y es-
pecificidad del par serolégico, se siguieron los lineamientos
recomendados por la Guia EP12-A2 de Clinical And Laboratory
Standards Institute-USA (CLSI), para la comparacién de méto-
dos cualitativos, con un intervalo de confianza IC 95%.16

Resultados

Se estudiaron 103 pacientes, 58 mujeres (56,3 %) y 45
hombres (43,7%), con un promedio de edad de 41 afos
(rango de 18 - 70). Del total de 103 muestras, 12 tuvieron
concordancia en cuanto a la positividad en los métodos se-

Tabla I. Comparacién de resultados de Chagas por el método de screening de hemaglutinacién indirecta (HAI) e inmu-

nofluoresencia indirecta (IFI].

IFI (+) IFI(-) Total
HAI (+) 12VP 2 FP 14
HAI(-) 1FN 88VN 89
Total 13 90 103
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Tabla Il. Andlisis de sensibilidad, especificidad y valores predictivos.

Sensibilidad %

Especificidad %

VPP VPN

HAI 92,3

97,7

85,7 98,8

» HAI, hemaglutinacién indirecta; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo.

rolégicos, 88 tuvieron concordancia en cuanto a la negati-
vidad y 3 presentaron discordancia (Tabla 1]. Se calculd la
sensibilidad: para Chagas, HAI fue de 92,3 % y la especifi-
cidad, del 97,8 % con un indice de concordancia total de IC
97,1 % (Tablall).

ElICtotal fue de 97,1 % para los dos métodos seroldgicos,
lo que representa una buena concordancia entre las dos
pruebas aplicadas.

La técnica HAl es considerada una metodologia confiable
para la determinacién de anticuerpos especificos, no obs-
tante, su resultado tiene que ser verificado por otro método
seroldgico, como puede ser IFl, que permite el diagnéstico
de la enfermedad de Chagas.”

En cuanto al desarrollo del SD, se utilizé como referencia
la Norma IS0 9001:2015 Sistema de Gestién de la Calidad -
Requisitos, y también se contemplaron los lineamientos de
la Norma IRAM IS0 15189:2014, Laboratorio Clinico - Requi-
sitos para la calidad y competencia. En este contexto, los
laboratorios de andlisis clinicos deben demostrar un mo-
delo de gestidn de la calidad y crear una cultura de calidad
dentro de la organizacién.® Para ello, es necesario el invo-
lucramiento de todo el personal de la organizacién, a fin de
lograr un mayor crecimiento y aplicar el concepto de mejora
continua. Es un punto esencial del sistema de calidad que el
cargo mas jerarquico del laboratorio (direccion) esté com-
prometido con la calidad, de modo de brindar el liderazgo
para planear, desarrollar e implementar un SGC.

La importancia de un sistema de gestién de documen-
tos es que se detallan operaciones de la organizacién tales
como produccién, recepcién, distribucién, conservacion y
disposicién final de los documentos. El hecho de organizar
los documentos y darle un formato desde su creacién hasta
su implementacién es un factor clave para la optimizacién
del proceso y el desarrollo de las actividades que contribu-
yen a la mejora continua. En este sentido, en nuestra es-
tructura y formato documental se tuvieron en cuenta los
objetivos, el alcance que tiene el documento, las normas
y referencias sobre las cuales nos basamos, el desarrollo
propio de la actividad, la responsabilidad que tiene el perso-
nal, y el factor mas importante de los documentos, que es el
control de los mismos, dado por las firmas de |la persona que
elaboré el documento, de quien lo revisé y de quién estable-
cid la aprobacién del mismo (Figura 3).1°

Una vez aprobado, el documento puede ser distribuido y
debe controlarse con la copia y registro de entrega del mis-

mo. Este documento puede elaborarse en formato electré-
nico o papel y, en el caso que haya alguna modificacién del
mismo, se hace un control de cambios, que se incluird en
la parte final del documento. La estructura del documento
debe contener también en su versién final las modificacio-
nes realizadas, la descripcién de cambios realizados y el
motivo de los mismos, asi como la fecha en la cual se ha mo-
dificado o revisado el documento. La organizacién definira
los pasos necesarios para la redaccidn, revisién y aproba-
cion de los distintos documentos del SGC, asi como las res-
ponsabilidades y metodologia aplicada. Estos documentos

Figura 3. Estructura y formato del procedimiento operati-
vo del laboratorio.

Version :
| C /\\f \ PROCEDIMIENTO PARA LA
DETERMINACION DE Fecha:
ACONCAGUA | ANTICUERPOS TRYPANOSOMA _
Sanatorio Privado | CRUZI Pag.:

1. Objetivo (para que trabajar con el procedimiento).

2. Alcance (a que area aplica el procedimiento).

3. Referencias (documentos que se relacionan con este procedimiento).

4. Definiciones (De ser necesarias se debe indicar la definicién para dar una
mayor comprension al documento).

5. Desarrollo (descripcion de las actividades, diagramas)

6. Responsabilidades (todo el personal que tiene funciones en la actividad).

7. Tabla de Control de Registros. Si no cuenta con registros colocar este
documento no cuenta con registro o que no aplica.

8.. Anexos

9.Control de firmas

Reviso
Jefe de sistema carga/ firma
Revisado por jefe de unidad

Elaboro
Preparado por:
cargo/firma (en el

Aprobd
Direccion técnica

caso que de gestién de calidad
corresponda) cargo/firma.

Fecha

Firma

» Fuente:Manual del Laboratorio del Sanatorio Aconcagua.

ByPC sep-dic 2021; 85(3): 44-50 // ISSN-e 2684-0359



Mamaniy col. Comparacién de dos métodos para la determinacion de anticuerpos anti Trypanosoma cruzi incorporando un sistema documental m

Figura 4. Planilla de control de cambio de un documento del Laboratorio Aconcagua.

Version Descripcion del cambio

Motivo del cambio Fecha

» Fuente: Manual del Laboratorio del Sanatorio Aconcagua. Cualquier modificacién de un procedimiento debe ser registrado, tanto su descripcién como

el motivo del cambio de ese documento.

tienen que ser claros y concisos, deben evitar dudas en la
interpretacién y ser faciles de seguir por cualquier personal
calificado. (Figura 4).

Al desarrollar el SD basados en los lineamientos de una
norma internacional, se logré mejorar el proceso en el drea
de Serologfa en las etapas preanalitica, analitica y posta-
nalitica, y se obtuvieron avances en la confidencialidad de
los resultados; también se produjo un ordenamiento interno
en la organizacion, donde ahora se conocen las responsa-
bilidades del personal, y ademas facilitd la capacitacion de
nuevo personal.?’

Durante el proceso de elaboracién, se desarrollaron do-
cumentos (procedimientos, instructivos y registros) que
fueron puestos envigencia para mejorar el drea de Serologia
dellaboratorio. Con esta documentacién de procedimientos,
se proveyd confianza en cada una de las actividades que se
desarrollaron en el Laboratorio.

Discusion

En cuanto a la metodologia utilizada para Chagas HAI, es
simple, de tamizaje, econémica y tiene una buena sensibili-
dad y especificidad. Es una técnica manual que no requiere
equipamiento, solo agitador y microscopio, y en cuanto a su
resultado, es de facil interpretacion.

La técnica inmunolégica IFl estad basada en la reaccién
antigeno-anticuerpo; emplea antigenos particulados, es de-
cir, el parasito entero es fijado con formaldehido o glutaral-
dehido. La particularidad de esta técnica es que utiliza un
segundo anticuerpo con una sustancia fluorescente (fluo-
rocromo), normalmente, isotiocianato de fluoresceina. Las
lecturas de los resultados de esta prueba deben realizarse
en microscopio equipado con luz UV. Esta técnica ha demos-
trado tener una elevada especificidad, que complementa y
ratifica el resultado reactivo obtenido en el tamizaje de la
infeccign.®!

Los dos métodos elegidos en este trabajo son pruebas
inmunolégicas que han demostrado tener un buen des-
empefio para la deteccién de tripanosomiasis en la etapa
crénica de esta enfermedad. Para los pacientes que se
encuentran en etapa aguda y que, ademas, poseen una
alta parasitemia, se prefiere el diagnéstico parasitolégico
directo mediante microscopio. Resultados falsos positivos
pueden obtenerse debido a una reaccién cruzada con otros
parasitos como los de la leishmaniosis (enfermedad con la

misma distribucién geografica que la enfermedad de Cha-
gas). Los resultados falsos negativos pueden deberse a las
variaciones de la etapa de la enfermedad en curso y de la
técnica utilizada.?2 En nuestro trabajo debe considerarse
que las dos técnicas utilizadas en el laboratorio son de utili-
dad en la fase crénica de la enfermedad de Chagas.

La evaluacidn realizada en nuestro laboratorio de las téc-
nicas inmunolégicas antes mencionadas fue apoyada por el
proceso de desarrollo e implementacién de un SD. Esto nos
ha permitido realizar el desarrollo de acciones continuas y
de mejora para lograr un mayor beneficio en la salud de los
pacientes, procurando una buena utilizacién de nuestros
recursos disponibles.?3 La documentacién desarrollada nos
garantiza el soporte del SGC, dado que en ella se plasman
no solamente las formas de operar de la organizacion, sino
toda la informacidén que permite el desarrollo de |a totalidad
de los procesos y la toma de decisiones. En nuestro labora-
torio, comenzamos a desarrollar el SD en el 4rea de Serolo-
gia y logramos cambios favorables en cuanto a los errores
preanaliticos y analiticos, tomando acciones correctivas de
mejoras en tiempo real. Esta planificacién fue respaldada
con la decisién de la alta direccién y de todo el personal de
nuestro laboratorio. De esta manera, se construyé nuestra
estructura documental, que tiende a la unificacion de los cri-
terios para la elaboracién, revisién, aprobacién y difusién de
los diferentes tipos de documentos generados en el SGC.?
Nuestra perspectiva a futuro es seguir trabajando con el SD
en todas las areas del laboratorio y tener un control del SD
que nos permita mejorar el desempefio de los procesos de-
sarrollados en el Laboratorio Aconcagua y asi, poder imple-
mentar un SGC bajo requisitos de normas internacionales,
contribuyendo a la disminucién de errores en las etapas
preanalitica, analitica y posanalitica con un efecto directo
sobre la calidad de atencién brindada a los pacientes.
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Introduccién

El laboratorio clinico realiza aportes importantes respec-
to de la enfermedad COVID-19 en el diagndstico molecular,
serolégico y en el control y seguimiento de la enfermedad.
En este dltimo punto, los laboratorios de Urgencias reco-
miendan el uso de biomarcadores. La agencia National In-
stitutes of Health define los biomarcadores como aquellas
caracteristicas bioldgicas, bioquimicas, antropométricas,
fisiolégicas objetivamente mensurables, capaces de identi-
ficar procesos fisioldgicos o patolégicos, o bien una respu-
esta farmacoldgica a una intervencion terapéutica.

Actualmente, no existe ningin biomarcador o combi-
nacién de biomarcadores que sea lo suficientemente sen-
sible o especifica como para establecer un diagndéstico de
infeccién con el virus de SARS-CoV-2 o predecir pragmati-
camente su curso clinico. Sin embargo, el uso de biomarca-
dores es frecuente durante el transcurso de la enfermedad
con el objeto de intentar conocer la evolucién y predecir la
mortalidad.

Nuestro objetivo es describir las caracteristicas y utili-
dad clinica para dimero D, procalcitonina (PCT), troponina y
pro-BNP en el contexto del COVID-19, entendiendo que cada
centro asistencial deberd consensuar estas recomendacio-
nes de acuerdo con sus necesidades y recursos econémi-
cos y profesionales.

Es importante que los laboratorios de Urgencias puedan
contar con estas prestaciones para afrontar de manera cor-
recta la atencion de los pacientes, pero también es dese-
able establecer un consenso entre médicos y bioquimicos
acerca de la frecuencia y momentos de medicién con el ob-
jetivo de optimizar las capacidades bioquimicas reales de
los laboratorios de analisis clinicos y el uso clinico adecua-
do. Generalmente, un dato aislado no es suficiente, sino que
se necesitan valores seriados que puedan ser interpretados
en el contexto de la evolucién clinica de los pacientes. Algu-
nos parametros demostraron ser muy buenos predictores
de severidad, por lo que se recomienda contar con estos
analitos en el laboratorio de Urgencias.*

Dimero D

El dimero D es un producto de degradacién que se gen-
era por la lisis de la malla de fibrina. Dado que el dimero D
resulta de la accidn secuencial de la trombina, el factor Xllla
y la plasmina sobre la malla de fibrina, es un importante
biomarcador de activacién de la coagulacion y la fibrinélisis
disponible en los laboratorios. La vida media de este bio-
marcador es de 6 a 8 horas y se depura principalmente por
el rifién y por el sistema reticuloendotelial (SRE]. Normal-
mente, se detecta cierta cantidad de dimero D, ya que entre
el 2y 3% del fibrinédgeno es convertido en fibrina.

Utilidad clinica

Un aumento de dimero D se da fisiolégicamente en neo-
natos, personas de edad avanzada y embarazadas. Aumen-
ta en situaciones patoldgicas asociadas a trombosis como
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el accidente cerebrovascular (ACV], la trombosis venosa
profunda (TVP], tromboembolismo pulmonar (TEP] y la co-
agulacidn intravascular diseminada (CID). Otras numerosas
situaciones no relacionadas con trombosis en las que esta
aumentado este biomarcador son: hemorragia, cancer, sin-
drome de distrés respiratorio, hemdlisis, enfermedad renal,
enfermedad hepdtica, falla cardiaca congestiva, infeccién,
cirugia reciente, trauma, quemaduras, artritis reumatoi-
dea y en pacientes internados.? En el laboratorio se utiliza
principalmente para el diagnéstico y seguimiento de la CID
y para descartar la enfermedad tromboembdlica venosa
(ETEV) en pacientes con probabilidad clinica intermedia o
baja. Para este Ultimo caso, se necesita que la metodologia
utilizada tenga alta sensibilidad (SS) y alto valor predictivo
negativo (VPN). Por ello es importante informarse de cuéles
son las necesidades que tenemos en nuestro centro de tra-
bajo para poder seleccionar la mas apropiada.

Metodologia de laboratorio

Existen numerosos métodos en el mercado con distintos
formatos y fundamentos. Hay ensayos cualitativos, semicu-
antitativos y cuantitativos. No todas las metodologias exis-
tentes en el mercado hoy en nuestro pais cumplen con los
requisitos de SS y VPN adecuados. También se genera vari-
abilidad a partir de los distintos anticuerpos utilizados en
los ensayos y la existencia de distintos calibradores; como
consecuencia de esto Ultimo existen dos tipos de unidades
para expresar los resultados: las unidades equivalentes de
fibrindgeno (FEU en inglés) y las unidades dimero D (DDU en
inglés). Las unidades FEU expresan el peso del fragmento
en términos del fibrinégeno convertido en fibrina, de la cual
proviene el dimero D, y tienen un peso de 340 kDa, aproxima-
damente (Figura 1]. Las unidades DDU expresan el peso del
fragmento de dimero D propiamente dicho (195 kDa, aproxi-
madamente]). De esta forma, 2 ng/mL FEU son equivalentes a
1 ng/mLDDU.2

Es importante destacar que los resultados no son inter-
cambiables entre los distintos métodos de laboratorio. A
pesar de varios intentos, todavia no se ha logrado la estan-
I ——

Figura 1. Unidades de medida del dimero D.
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Unidades dimero D (DDU): 195 kDa

Di——©&——11

Unidades Equivalentes de fibrindgeno (FEU): 340 kDa

» Adaptado de Alegre MG y col. Disponible en: https://notiwiener.
net/2019/06/consideraciones-en-el-dosaje-de-dimero-d/

:51-57 //1SSN-e 2684-0359



Raimondi y col. Recomendaciones para el uso de biomarcadores en el paciente con COVID-19. Primera parte E

darizacién ni tampoco la armonizacién de los distintos en-
sayos disponibles en el mercado. Los intervalos de referencia
que figuran en el inserto del ensayo son determinados con
el percentil 95 de |a distribucién normal de individuos sanos
y deben ser verificados por el usuario en cada laboratorio. El
punto de corte para la exclusion de la ETEV surge de trabajos
con series de 200 a 300 pacientes en donde se calculan la
sensibilidad, especificidad y VPN del ensayo para el diag-
néstico. En algunos casos puede coincidir el valor superior del
intervalo de referencia con el punto de corte para exclusién
de ETEV. Tampoco el intervalo de referencia y los puntos de
corte sonlos mismos entodos los métodos. La falta de estan-
darizacién en calibradores y anticuerpos utilizados y de va-
lores de corte ha causado, y sigue causando, problemas en la
interpretacion de resultados por falta de informacidn acerca
de las unidades reportadas y puntos de corte.’

Dimero D y SARS-CoV-2

Aproximadamente un 15 % de los pacientes infectados
con el virus de SARS-CoV-2 evolucionan con una severidad
que requiere hospitalizacién. En un gran porcentaje de es-
tos pacientes, se observa una coagulopatia caracterizada
por hipercoagulabilidad, con riesgo de padecer fenémenos
trombéticos venosos y/o arteriales, alteracién de las prue-
bas de coagulacién y, rara vez, sangrado. El dimero D es un
marcador de la gravedad de esta coagulopatia.

En el laboratorio, el método utilizado debe ser cuantitati-
VO y con un rango reportable adecuado, ya que se observan
resultados muy elevados en los pacientes severos. Al igual
que lo descripto en otras patologias, en el transcurso de la
infeccién, los valores no son comparables entre las distintas
metodologfas utilizadas.* Se postula que el desproporcio-
nado aumento del dimero D en la infeccién con SARS-CoV-2
es el resultado de la activacién sistémica de la coagulacién,
con formacion de fibrina y lisis de la misma (fuente intra-
vascular] y la lisis directa de fibrina intraalveolar pulmonar
acausade lauroquinasa, producida por las células epitelia-
les alveolares y del endotelio (fuente extravascular).®

Utilidad en COVID-19

Como predictor de mortalidad en pacientes hospitalizados:
Distintos trabajos postulan el uso del valor de dimero D al in-
greso hospitalario como predictor de muerte. La mortalidad es
significativamente mayor en pacientes con valor mayor o igual
a 4 veces el valor de corte para el método, medido al ingreso
hospitalario, independientemente del estado clinico y otras
variables.®” Nivel de recomendacién: moderada a baja.

Como marcador de enfermedad tromboembdlica venosa
cuando hay un aumento sostenido a un pico: Es util cuando se
dificulta el diagndstico por imagenes. Distintos trabajos®? se-
fialan que un valor aumentado sostenido en el tiempo o un pico
podrian ser marcadores de un fenémeno de TVP o TEP y, junto
con otros datos, ayudar en el diagnéstico cuando se hace com-
plejo realizar estudio de imagenes. Nivel de recomendacion:
baja.

ByPC sep-dic 2021; 85(3)

Para decidir el inicio de la anticoagulacién, monitorear el
efecto y guiar la dosis: La tromboprofilaxis esta indicada en
todos los pacientes hospitalizados por COVID-19 [excepto con-
traindicacidn). Distintos protocolos, segln sea el elegido por el
centro hospitalario, deciden el cambio en la dosis [profiléctica
o de anticoagulacion) de acuerdo con los niveles de dimero D,
entre otros marcadores.'% Nivel de recomendacion: baja.*

Paramonitorear la progresién de la enfermedad: Elaumento
sostenido de los niveles de dimero D seria un marcador de peor
pronéstico. El monitoreo dinamico es aconsejable al ingreso
y cada 24 - 48 h en pacientes criticos como herramienta en
la evaluacién del prondstico y de la progresion de la enferme-
dad.'?13Nivel de recomendacién: baja. Se esperan los resulta-
dos de los estudios clinicos randomizados y controlados, que
estan en desarrollo, para conocer el verdadero rol del dimero D
para el manejo de los pacientes COVID-19.14

Monitoreo por el laboratorio

Al'ingresar a la internacién, para tener un valor de base y
hacer una estimacion inicial del riesgo del paciente, un valor de
dimero Diinicial mayor o igual a 4 veces el valor superior normal
indicarfa un peor prondstico.

Durante lainternacién, si el valor del ingreso es menor que 2
veces el limite superior normal, no serfan necesarias mas deter-
minaciones, salvo desmejora clinica. Si el valor inicial es mayor
que 2, pero menor que b veces el limite superior normal, se su-
giere utilizar el dimero D junto a otros pardmetros de laboratorio
(ferritina, PCR, LDH, etc.) y la clinica del paciente para predecir
el posible deterioro del cuadro o la bisqueda de trombosis,
midiéndolo cada 24 0 48 h.5 Si el valor del ingreso es mayor que
6 veces el limite superior normal, se sugiere el monitoreo de
acuerdo con la evolucién clinica, ya que un aumento abrupto
del dimero D sin el aumento de otros marcadores inflamatorios
(PCR, ferritina) podria indicar la presencia de una trombosis.*

Para los pacientes internados en Cuidados Criticos, se reco-
mienda el monitoreo cada 24-48 horas. La Sociedad Argentina
de Hematologia sugiere también para estos pacientes evaluar
el desarrollo de la coagulopatia severa como factor prondstico
cada 24 h mediante el calculo de scores CIS/CID de ISTH.®

Procalcitonina (PCT)

Es una proteina de 116 aminodcidos, con un peso mo-
lecular de 13 kDa. Fue descubierta en 1975 por un grupo
de investigadores espafioles dirigido por Moya, estudiando
un modelo animal.” La produccién de PCT es regulada por
el gen CALC-l, localizado en el brazo corto del cromosoma
11. Este gen codifica una proteina de 141 aminodcidos y
16 kDa, la preprocalcitonina, a partir de la que se produce
la procalcitonina por accién de una endopeptidasa en el
reticulo endoplasmatico (Figura 2).1® Se expresa en las
células C de la tiroides y ademas, en pulmén, pancreas,
higado, intestino, tejido adiposo, etc.. Esta seria una de las
evidencias de la produccién extratiroidea en situaciones de
inflamacidn, infeccion o estrés oxidativo.'?

En condiciones fisiolégicas, las células C de la tiroides
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Figura 2. Representacién esquematica de la procalcitonina.
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producen PCT en respuesta a la elevacién de las concentra-
ciones de Ca en el plasma y a determinados estimulos hor-
monales (glucocorticoides, glucagdn, gastrina, somatosta-
tina y otros). En condiciones patoldgicas, en los procesos
inflamatorios/infecciosos, la PCT no es producida por las cé-
lulas C de la tiroides y su produccidn no depende de las con-
centraciones de calcio, sino que estd ligada directamente
al estimulo generado por antigenos microbianos, sobre
todo endotoxinas (como los lipopolisacaridos bacterianos),
e, indirectamente, a determinadas citoquinas, sobre todo
IL-1, IL-6 y TNFa, que son los verdaderos estimulos para su
sintesis, mientras que el INF y inhibe su produccién (Figura
3). El incremento de las concentraciones de PCT en estas
situaciones no va seguido de aumento paralelo de calcito-
nina, lo que se puede deber a que, por unlado, las citoquinas
proinflamatorias y las endotoxinas inhiben la protedlisis de
lacadenade PCTy, porotro lado, a que. fuera de las células C
de la tiroides, no existen los granulos y enzimas necesarias
para su procesamiento.20-22

Desde que en 1993 Assicot y col. demostraron la produc-
cién de PCT extratiroidea y su relacién en los pacientes con
sepsis, se han publicado muchos otros trabajos que colocan
la PCT como biomarcador.?®

Hace mas de 20 afios se conocid la primera definicion de
sepsis basada en el concepto de respuesta inflamatoria sis-
témica (SIRS), la cual tenia mucha inespecificidad. Recién
enelafio 2016, durante la campafa “Sobreviviendo a la Sep-
sis”, el Grupo de Trabajo de las Definiciones de Sepsis (Sep-
sis Definitions Task Force) publica lo que hoy se conoce
como SEPSIS-3, que redefine la sepsis como una disfuncién
organica potencialmente mortal causada por una respuesta
desregulada del huésped a la infeccion.?42°

Para el diagndstico de sepsis se utiliza el score SOFA (Se-
quential Organ Failure Assessment) o quick-SOFA
e Frecuenciarespiratoria = 22 respiraciones por minuto.
e Alteracion de la conciencia [Glasgow < 15]
e Presion arterial sistélica < 100 mm Hg

Y para shock séptico:
e lactato > 2 mmol/l
e ¢ hipotension refractaria a la reposicién de fluidos, ya

que se busca reflejar las anormalidades metabdlicas y

celulares causadas por el shock.

Los niveles de PCT suelen ser bajos en infecciones vi-
rales, trastornos inflamatorios crénicos o procesos autoin-
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Figura 3. Representacién de la induccién y sintesis de la pro-
calcitonina.

i
ProCT

t

CT-mRNA

Cedulla & de [ froides

Infacion
bacteriana

L 4

IL-1B
TNFa

» Adaptado de Linscheid P, Seboek D, Nylen ES, Langer |, Schlatter M, Bec-
ker KL, et al. In vitro and in vivo calcitonin | gene expression in paren-
chymal cells: a novel product of human adipose tissue. Endocrinology.
2003; 144:5578-84.

munes, mientras que pueden estar aumentados transitoria-
mente en otros casos como traumas masivos, quemaduras
graves, cirugia mayor o cualquier terapia que estimule cito-
quinas.?® Sin embargo, en la sepsis los valores son general-
mente mayores: se los definié entre 0,5 - 2,0 ng/mL, con
unamedianaen 1,1 ng/mly se observd que la sensibilidad y
especificidad agrupadas de los niveles séricos de PCT en el
diagnéstico precoz de sepsis eran de 0,77 (IC del 95%, 0,72-
0,81) y 0,79 (IC del 95%, 0,74-0,84), respectivamente.?’-

Procalcitonina y COVID-19

Las particulas virales ingresan por endocitosis, uniéndose
a través de su proteina S (spike] al receptor ECA 2 de la cé-
lula del huésped. Es un virus RNAmonocatenario de polaridad
positiva, que vuelca su material en el citoplasma de la célula,
donde se transcriben y se traducen las proteinas necesarias
para la produccién de las proteinas estructurales y para la
replicacién de su material genético. Posteriormente, el RNA
replicado se asocia con la nucleocapside y se ensambla junto
con las proteinas estructurales para conformar las particulas
viricas que seran liberadas de la célula infectada. La respu-
esta inmune innata es la primera en responder: a través de
los receptores tipo toll (TLR) reconoce a los PAMPs patrones
moleculares asociados a patégenos) - en este caso, el ARN
viral - y desencadena la cascada de sefalizacién para la re-
spuesta inmune. EI INF regulara la replicacién viral y las cé-
lulas NK (natural Killers) seran encargadas de destruir a las
células infectadas. Luego, los macréfagos y células dendriti-
cas presentaran en su superficie restos virales para activar a
los linfocitos Ty B en el desencadenamiento de la respuesta
inmune adaptativa. Asi, los linfocitos T (CD4+) o helpers es-
timularan mas macrdéfagos, NK y linfocitos T (CD8+) o citotdx-
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Figura 4. Esquema de la respuesta Inmune a la infeccién por
SARS-CoV-2.
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En los cuadros graves, lo que ocurre es un aumento exag-
erado de secrecion de sustancias inflamatorias (citoquinas)
por parte de los macréfagos. (Figura 4). Este fenémeno se de-
nomina “tormenta de citoquinas”.3% Tal como vimos anterior-
mente, con el aumento de citoquinas (TNF, IL, etc.) aumenta
la produccién de PCT extratiroidea y, por lo tanto, seria un
marcador de gravedad.3>32

Varios autores publicaron parametros de laboratorio que
indicarian identificacién, progresién a enfermedad grave e
incluso seguimiento de los pacientes que padecen infeccién
por SARS-COV2. Dentro de ellos se encuentran los valores
aumentados de PCT. Incluso se observé que la cantidad de
pacientes con valores anormales de PCT ingresados en UCI
fue mas de 3 veces superior a la de los que no (75 % vs 22
% p <0,001)%334 esto podria deberse a una sobreinfeccion
bacteriana o bien a la respuesta inmune descontrolada que
caracteriza alaenfermedad grave por SARS-CoV-2. La coinfec-
cidn y sobreinfeccidn bacteriana/fingica en los pacientes CO-
VID-19 es inferior a la de otras infecciones por virus respirato-
rios y no pudo hallarse una fuerte vinculacién entre ambas®®,
pero si se comprobd que incrementa significativamente la
gravedad y mortalidad de estos pacientes.>®

G.Lippi y M.Pleblani presentaron un metaandlisis®’ donde
se sugiere la medicién seriada de PCT como predictor de la
evolucién hacia una forma mas grave de enfermedad por
SARS-CoV-2. Se concluye que niveles altos seriados de PCT
tienen casi 5 veces mayor probabilidad de evolucionar a
cuadros graves de COVID-19. Esto es atribuible tanto ala coin-
feccién bacteriana como al cuadro de hiperinflamacién que
desarrollan en estos estadios. Aln faltan mas datos clinicos y
de laboratorio para una mejor interpretacion.

Cinética, eliminacién y monitorizacion de PCT

Respecto de su cinética, la induccién de la PCT es rapida
y se detecta a las 3 - b horas tras el estimulo bacteriano, con
el pico alas 12 - 24 h y con una vida media de 24 horas. La

Figura 5. Valores de PCT en 2 grupos de pacientes con CO-
VID-19 grave ingresados en Cuidados Criticos.
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» Dos grupos de pacientes con COVID-19 grave ingresados en Cuidados
Criticos durante 20 dias, un grupo con evento de muerte y otro grupo
con evento de alta médica. Nota: Las lineas imaginarias indicaban el
limite de referencia normal; Prueba U de Man-Whitney (* p <0,05; ** p
<0,01;**p<0,001). Adaptado de Factors associated with death outco-
me in patients with severe coronavirus disease-19 (COVID-19): a case-
control study. Int J Med Sci. 2020 May

via especifica de eliminacion de la PCT no ha sido establecida,
aunque, probablemente, sea degradada por protedlisis. La
excrecion renal es insignificante y por tal motivo su concen-
tracién plasmatica no se veria afectada en la insuficiencia
renal. 3 La monitorizacién dindmica de PCT y otros pardmet-
ros de laboratorio podria ser significativa para predecir el
pronodstico de pacientes graves, como se muestra en la figura
5.39 Se recomienda tener un valor al ingreso (VPN] y, al me-
nos, un segundo valor no antes de las 24 - 48 h {considerando
la vida media de la PCT). Si fuera posible, continuar la monitor-
izaciénalos 7- 10-15dias.

Metodologia de laboratorio

La PCT es una molécula muy estable in vitro, por lo que
es facil sumanejo preanalitico y se agiliza su determinacién
en la practica clinica. Se puede medir en suero o plasma y
es estable por 24 ha 4 - 8°Cy por 3 meses, a-20°C. Para el
dosaje de PCT existen diferentes ensayos, métodos semicu-
antitativos y métodos cuantitativos, como se muestraen la
tabla 140

Conclusiones

Por lo visto, tanto el dimero D como la procalcitonina son
biomarcadores Utiles en el seguimiento de los pacientes
con diagndéstico de COVID-19. En ciertos pacientes que cur-
san la infeccién por SARS-CoV-2, se observa que el dimero D
muestra un desproporcionado aumento como resultado de
la activacién sistémica de la coagulacién, formacién de fib-
rina y lisis de la misma (fuente intravascular] y por la lisis

ByPC sep-dic 2021; 85(3): 51-57 // ISSN-e 2684-0359
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Tabla I. Pruebas para el dosaje de procalcitonina.

Tipo de . . Intervalo de
P Principio del test Tiempo Lectura S
ensayo medicién
Semi Inmunoensayo
PCT-Q cuanti cromatograficoenfase | 30min | Visualizarintensidad de la banda 0,5-10 ng/ml
sélida tipo sandwich
. Ensayo . Semiautomatizados/Automatizado sefal
LIAISON Cuanti J . o 30 min . . . 0,25-500 ng/ml
Inmunoluminométrico del Isoluminol en curva de calibracién
Automatizado, mide la sefial de un
Ensauo inmunocomplejo. Transferencia de
KRYPTOR Cuanti Y 20 min | energia noradiante entre dos trazadores 0,02-50 ng/ml
Inmunofluorescente .
fluorescentes interpolada en curva de
calibracion
Automatizado, mide sefial de
Ensauo inmunocomplejo marcado con quelato
ELECSYS Cuanti >3y - 20 min | de rutenioy particulas de estreptavidina. 0,02-100 ng/ml
Quimioluminiscente L S . .
Emisién Quimioluminiscente proporcional a
la concentracién, por curva de calibracién
Automatizado, mide sefial fluorescente del
VIDAS Cuanti ELFA 20 min | compuesto fosforado ylaintensidad es 0,05-200 ng/ml
proporcional a la concentracién

directa de fibrina intraalveolar pulmonar por la uroquinasa
producida por las células epiteliales alveolares y del endo-
telio (fuente extravascular)?; también se ve un aumento de
la produccién de PCT extratiroidea como consecuencia del
aumento de citoquinas (TNF, IL, etc.)3%2 por lo que ambos
biomarcadores indicarian la gravedad del cuadro. Ademas,
el aumento de dimero D podria indicar el momento del inicio
del tratamiento de anticoagulacién al paciente.!%:16

Cada institucién realizard el algoritmo consensuado en-
tre los médicos y bioquimicos para el seguimiento de los
pacientes.
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INFORMES

Secretaria de la Asociacién Bioquimica Argentina Venezuela 1823 Piso 3
1096 — Ciudad de Buenos Aires. e-mail: info@aba-online.org.ar.
TELEFAX (011)4384-7415-TEL: (011) 4381-2907

Horario: Lunes a Viernes de 15:00 a 19:00 Hs.



