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Argentina desarrollara unavacuna
contra el SARS-CoV-2

La Dra. Juliana Cassataro dirige un equipo de investigacion
interdisciplinario que trabaja en el desarrollo de la primera va-
cuna argentina contra el COVID-19. La férmula de esta vacuna
se basa sobre proteinas recombinantes, una tecnologia similar
ala usada en la vacuna contra la hepatitis B o el virus del papi-
loma humano (VPH).

Esta propuesta fue seleccionada y apoyada por la Agencia
Nacional de Promocién de la Investigacion, el Desarrollo Tec-
noldgico y la Innovacién (Agencia I+D+i) en el marco de la Uni-
dad Coronavirus, que integra junto con el Ministerio de Ciencia,
Tecnologia e Innovacién de la Nacién (MINCYT) y el Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas [CONICET).
Se trata de la primera iniciativa de este tipo en Latinoamérica.

El proyecto surgié con el objetivo de generar herramientas
para prevenir la infeccién del SARS-CoV-2. Si bien esta vacuna
no estara disponible en un plazo inmediato, realizar este desa-
rrollo y, posteriormente, producir las dosis a nivel local presen-
tard una ventaja futura en relacién con el acceso a la vacuna,
al costo y la logistica del proceso de vacunacion. Ademas, el
grupo de trabajo de Cassataro plantea la factibilidad de la apli-
cacién de esta futura vacuna como refuerzo o para inmunizar
a personas que, por diferentes motivos, no puedan recibir las
otras vacunas disponibles.

Este trabajo comenzd en junio del 2020, a partir del financia-
miento otorgado por la Agencia |+D+i. En ese tiempo, no sélo se
pudieron poner a punto las herramientas cientificas y tecnolé-
gicas para este emprendimiento, sino también se avanzé en la
fase de investigacidn preclinica, que esta cerca de culminar. El
equipo de trabajo compuesto por inmunélogas/os y virdlogas/
0s, se prepara para la proxima etapa participando de reuniones
con empresas argentinas y referentes de la Agencia 1+D+i y
MINCYT a fin de iniciar la produccidn del prototipo, que dé inicio
alafase clinica.

La iniciativa se desarrolla en el Instituto de Investigaciones
Biotecnoldgicas de la Universidad Nacional de San Martin (I1B-
INTECH]; también se nutre de otras ideas y proyectos que con-
taron con el apoyo de la Agencia [+D+i. Un ejemplo de esto es |a
informacidn que brindan los diferentes grupos de vigilancia ge-
némica del SARS-CoV-2 como el trabajo dirigido por la Dra. Ma-
riana Viegas, el cual propone brindar conocimiento actualizado
sobre las diferentes variantes que circulan en nuestro pais, en
el marco del Consorcio Interinstitucional para la Secuenciacion
del Genoma y Estudios Genémicos de SARS-CoV-2. La informa-
cién que brinda este consorcio es usada por el equipo de Cas-
sataro, entre otras cosas, para conocer cdmo sera la respuesta
inmune de esta futura vacuna a las diferentes variantes del
virus que circulan en nuestro pais.
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y electrénico (ISSN 2684-0359), sin costo para los autores y no posee
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Los trabajos enviados a la Revista ByPC deben ser originales y no
deben haber sido publicados o estar postulados simultdneamente
en otras revistas u érgano de difusién cientifica nacional o extranje-
ro, tanto en forma impresa como electrénica. Cabe mencionar que se
encuentra absolutamente prohibido la copia textual de texto proveni-
nente de otros articulos y para la deteccién de plagio la Revisa utiliza
el software plag.es. Para la preparacién de manuscritos, se siguen los
requerimientos del International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE) disponible en http://www.icmje.org. Se pueden consultar guias
para publicaciones en http://www.equatornetwork.org, en castellano
en http:/www.espanol.equator-network.org. Una vez aprobada la publi-
cacion del trabajo, ByPC retiene los derechos de su reproduccién total o
parcial. Quienes deseen reproducir material publicado en la revista de-
ben solicitar permiso a ByPC. Igualmente, para incluir material de otras
fuentes con derechos de autor en articulos a publicar en la revista, se
debe obtener el correspondiente permiso, y adjuntar copia del mismo al
articulo propuesto para publicacién. Para mayor informacién respecto
a los derechos de los autores, se recomienda consultar el documento
disponible en: http://www.accesoabierto.net/ es/node/62

1. Descripcién del proceso de revisién y edicion

La modalidad de revision es por pares académicos a doble ciego. Especi-
ficamente, la Comision de Revista realiza una primera evaluacion del trabajo
recibido y lo envia a 2 revisores ajenos a la Asociacién Bioquimica Argentina,
quienes deben ser especialistas reconocidos en el drea de incumbencia del
trabajo y no deben pertenecer a la misma institucién de los autores ni guar-
dar alguna relacién conocida con los mismos. Los articulos son enviados a
los revisores sin el nombre de los autores, lugar de trabajo, direccion de co-
rrespondencia, ni los agradecimientos. Los revisores reciben el trabajo com-
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sin necesidad de modificaciones adicionales; b) Sugerencia de cambios ma-
yores; c) Sugerencia de cambios menores; y d) Rechazo. Las criticas efec-
tuadas al trabajo, asi como un eventual rechazo deben estar debidamente
justificados. Los resultados de la evaluacién son inapelables. Los autores
deberan responder a las sugerencias efectuadas en un plazo no mayor a 30
dias, salvo que por la naturaleza de las mismas se requiera de mas tiempo.
En dicho caso, deberan solicitarlo especificamente al Comisién de Revista.

Una vez que el trabajo ha sido aceptado y se ha efectuado la comunica-
cién a los autores, se procede a la correccion de estilo y ortografica del mis-
mo, tanto en castellano como en inglés. A continuacion, se elabora la prueba
de galera, la cual es enviada a los autores, junto con instrucciones para efec-
tuar la correccién de la misma. Los autores cuentan con 5 dias habiles para
devolver la prueba de galera corregida.

Posteriormente se procede a la publicacién del articulo siendo el auto-
archivo posible inmediatamente despues (version post-print corregida). El
tiempo transcurrido entre la aceptacion del trabajo y la publicacién del mis-
mo oscila entre 3y 5 meses.

2. Requisitos para la remisién de manuscritos

* Doble espacio en todas las partes del manuscrito.

* Empezar cada seccién o componente en una nueva pagina.

* Revisar la secuencia: titulo; autores; lugares de trabajo; datos del autor de
correspondencia; resumen y palabras clave en castellano; titulo, resumen
ypalabras clave eninglés americano; introduccion; materiales y métodos;
resultados; discusion; agradecimientos, referencias bibliograficas, leyen-
das de las figuras; tablas; y figuras (cada uno en paginas separadas).

* Las lustraciones no deben ser mas grandes que 203 x 254 mm.

® Incluir los permisos para reproducir material publicado previamente o
usar ilustraciones que pueden identificar a las personas.

* Incluir las transferencias de derechos de autor y otras solicitudes.

3.Carta

Cartadirigida al Director de la Revista en la cual se solicita la publicacion del
articulo. Debe contener el titulo del trabajo, categoria a la cual pertenece (ver
itern 4], nombre y apellido de todos los autores, direccidn, teléfonos y direc-
cién de e-mail del autor de contacto, una direccién de e-mail alternativa, una
frase con valor de declaracién jurada en la que se manifieste que el articulo
cumple con todos los requisitos de publicacidn en ByPC, y que la dltima ver-
sién del manuscrito ha sido leida y aprobada por todos los autores.
Larecepcién de trabajos se realizard mediante el sistema 0JS en la web oficial
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Cualquier duda podra despejarse ingresando al instructivo o solicitar asisten-
cia a: revista@aba.online.org.ar o revistabypc.aba@gmail.com.

4. Categorias a las cuales deberan ser presentados los trabajos
a) Articulos originales.

b) Casos clinicos.

c) Revisiones.

d) Cartas al Editor.

e) Informes.

f) Guias o Consensos.

5. Preparacion de los manuscritos

5.1. Generalidades:

El archivo deberd ser nombrado solamente con el apellido del pri-
mer autor y la leyenda “y col.” si correspondiese (Ej.: Pérez y col). El
texto debe estar dividido en secciones con los titulos de Introduccidn,
Materiales y Métodos, Resultados y Discusién. Los articulos extensos
pueden requerir subtitulos dentro de algunas secciones (especial-
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



d

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




EDITORIAL

Frente a la segunda ola

La Argentina transita hoy circunstancias excepcionalmente dificiles de cara a
la segunda ola de la pandemia por SARS-CoV-2, que ya se hainstalado entre noso-
tros. En las dltimas semanas, hemos experimentado un notable incremento en el
numero de contagios diarios, de consultas por casos sospechosos de COVID-19 y
de internaciones hospitalarias. Partiendo de niveles que no han descendido por
debajo de los 4000/5000 casos diarios, hoy enfrentamos nimeros que alcanzan
los 14000 contagios diarios y planillas que denuncian niveles de positividad en
los estudios diagndsticos realizados por RT-PCR cercanos al 30 - 40%, sugiriendo
muy fuertemente que el nimero real de contagios es notoriamente superior res-
pecto de los casos cargados en el sistema SISA.

Un elemento agravante de la presente ola reside en la circulacién comunita-
ria de nuevas variantes de SARS-CoV-2, particularmente, |a variante britanica yla
variante P.1 surgida en la regién de Manaos. Ambas se caracterizan por su mayor
transmisibilidad y la mayor severidad en los cuadros clinicos que provocan. Mas
aun, la variante de Manaos parece mostrar una significativa capacidad para eva-
dir la respuesta inmune inducida por la previa infeccién y, probablemente, por
aquellainducida mediante diferentes vacunas en uso actualmente.

Nuestros paises hermanos muestran un panorama similar 0 ain mas grave
que el nuestro. El colapso humanitario y sanitario en Brasil, la saturacién de las
unidades de cuidados intensivos en Paraguay y Chile y el tremendo incremento
en el nimero de nuevas infecciones en Uruguay ilustran claramente esta situa-
cién. Si bien la comunidad cientifica internacional ha afrontado el desafio plan-
teado por la pandemia de un modo sumamente eficiente, mediante el desarro-
llo de un conjunto de vacunas altamente seguras, inmunogénicas y eficaces, la
tremenda inequidad internacional en el acceso a las mismas conspira contra el
objetivo tan deseado de derrotar la pandemia y retornar a una cierta normalidad.

Hay debates pendientes que exigen hoy mas urgencia que nunca. Entre ellos,
los referidos a la exencién de patentes y la necesaria transferencia de tecnologia
que permita incrementar sustancialmente la produccién mundial de vacunas y
salvar, en consecuencia, millones de vidas.

El actual escenario es realmente grave. Llegara el momento en el que debe-
remos realizar un balance de lo que hemos hecho bien y mal, en el terreno de
nuestras asociaciones, institutos y universidades. Debera ser este, un balance
constructivo y a la vez riguroso. Mientras tanto, como profesionales de la salud,
continuaremos aportando lo mejor de cada uno de nosotros en defensa de la sa-
lud publica y la vida.

Dr. Jorge Rall Geffner
Investigador Superior del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).
Profesor Adjunto, Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia,

Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires (UBA).

ByPC may-ago 2021; 85(2) // ISSN-e 2684-0359
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Parallelism in immunoassays: two approaches applied to the determination of anti-deamidated gliadin
peptide antibodies
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Resumen

Introduccién: el anlisis de paralelismo en un ensayo de ELISA examina si los calibradores se comportan como el analito
endégeno frente a los inmunorreactantes del kit. Si la reactividad es comparable, es valida su aplicacién con fines semicu-
antitativos en el drea diagnéstica. Objetivo: analizar el paralelismo entre dos inmunoensayos comerciales ELISA como parte
de un programa de verificacion operativa para determinacién de anticuerpos anti - péptido deaminado de gliadina de clase
lgAe IgG (PDG-Ay PDG-G). Materiales y métodos: se procesaron cuatro muestras: M1 a M4. Para el andlisis del paralelismo
entre 1) muestras y estandares y 2) muestras entre si, se emplearon dos estrategias: en la primera, se ajustd un modelo
logistico de 4 parametros (4PL) amuestras y estandares para después linealizar los datos con la transformacion Logit - Log.
Luego, se compard la similitud entre el coeficiente de Hill y la pendiente de las rectas por ANOVA. En el segundo enfoque,
basado sobre el coeficiente de variacion (CV), se analizé el paralelismo entre muestras. Usando diluciones seriadas de cada
muestra, se interpolaron las densidades 6pticas en la curva de calibracién y se corrigi6 por factor de dilucién: el nivel de anti-
cuerpos obtenido deberfa ser consistente en el rango de diluciones explorado y no exhibir desviaciones por fuera de valores
prefijados paraun CVde 20 %. Resultados: los dos abordajes fueron congruentes, M1 no reacciona de manera predecible con
el kit PDG-A, mientras que M3 tampoco lo hace con el kit PDG-G. El andlisis de las pendientes parece mostrar una sensibilidad
exagerada en la deteccién de desvios del paralelismo. Conclusiones: se recomienda dar prioridad a la evaluacion grafica de
las curvas 4PLy abandonar el uso de las pruebas basadas sobre la hipétesis de similitud de parametros en favor del método
basado sobre el CV%.

Palabras clave: ELISA, inmunoensayo, paralelismo, diagndstico, estandares.
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Introduction: Parallelism analysis examines whether the calibrators behave in the same manner as the endogenous analyte
against the immunoreactants kit. Once confirmed, the kit can be applied for semiquantitative purposes in the diagnostic field.
Objectives: To analyze ELISAs parallelism as part of an operative verification program of two commercial immunoassays that
quantitate anti-deamidated gliadin peptide antibodies of IgA and IgG class (DGP-A and DGP-G). Materials and methods: Four
human samples termed M1 to M4 were processed. To analyze parallelism between samples and standards, a logjstic four-
parameter model (4PL) was adjusted to samples and standards, and then the data were linearized with the aid of Logit-Log
transformation. ANOVAwas used to compare the similarity between Hill coefficient (4PL) and slopes (linear adjustment). Then,
toanalyze parallelism among samples, we used an approach based on the variation coefficient (VC %). By processing serial dilu-
tions of each sample, optical densities were interpolated in the calibration curve and the resulting concentrations were dilution-
corrected. Antibody levels obtained from this inverse procedure should remain consistent in the dilution range explored, without
deviations from the tolerable VC’% value. Results: Both approaches agreed in that M1 did not react in a predictable fashion with
the DGP-Akit. The same conclusion was drawn from M3 analysis with the DGP-G kit. Slope analysis showed an exaggerated sen-
sitivity when detecting parallelism deviations. Conclusions: It is recommended to prioritize graphical evaluation of 4PL curves
and set aside the parameter similarity-based tests in favor of the VC%-based method.
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Introduccién

Latécnica de ensayo porinmunoabsorcién ligado a enzimas
[Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA), de uso tan
extendido en el campo de la serologfa, brinda una estimacion
semicuantitativa de biomarcadores de importancia clinica.
Dentro de la esfera de estos biomarcadores, se encuentran los
anticuerpos con especificidad de unién definida cuyos niveles
circulantes correlacionan con eventos fisiopatolégicos, tales
como inmunizaciones, procesos infecciosos o recidivas en en-
fermedades autoinmunes.! Asi, su determinacién se ha consa-
grado como una valiosa herramienta paralos procesos de toma
de decisiones inscriptos en el marco de complejos algoritmos
de la practica clinica. En este contexto, desde el laboratorio de
inmunologia es esencial contar con procedimientos que no
sdlo den certeza acerca del desempefio de los inmunoensayos
disponibles comercialmente, sino que, ademas, definan sus
limitaciones.? En este articulo se plantea un esquema de veri-
ficacién operativa del paralelismo aplicado a dos inmunoen-
sayos comerciales para deteccién de anticuerpos anti-péptido
deaminado de gliadina de clase IgA e IgG (PDG-A y -GJ, de uso
corriente en el laboratorio clinico.

Hay una creciente demanda analitica sobre las determina-
ciones que integran el panel de pruebas diagndsticas de en-
fermedad celiaca: su elevada prevalencia, estimada en el 1 %
de la poblacién, sumada a iniciativas de organizaciones civiles
para que se legisle sobre la materia justifica la trascendencia
sanitaria que ha cobrado la deteccién precoz en individuos de
alto riesgo. Dentro de las pruebas serolégicas disponibles, se
recomienda realizar el cribado por medio de la deteccién de
anticuerpos antitransglutaminasa y antiendomisio®*, combi-
nacion que por su especificidad y sensibilidad ha probado ser
eficiente en la tarea de diferenciar a la poblacién afectada por
enfermedad celiaca de la poblacién normal. Sin embargo, estos
anticuerpos de buen desempefio en diagndstico no son adec-
uados para monitorear la adherencia estricta del paciente a la
dieta libre de gluten®, condicién necesaria para minimizar el
riesgo de mortalidad a largo plazo derivada de complicaciones
oncolégicas tales como el linfoma®. No obstante, en los Gltimos
anos, la determinacion de los niveles de anticuerpos PDG-A y
-G por ELISA ha demostrado tener una sensibilidad superior a
los anticuerpos anti-transglutaminasa tisular y antigliadina en
la deteccién de transgresiones alimentarias en la poblacion
pediatrica®, lo que justifica su incorporacién como herramienta
de monitoreo en numerosos servicios de inmunoserologia.

La magnitud de la sefial analitica en el ELISA depende de la
reactividad del analito con componentes criticos del kit. En con-
traste con métodos cuantitativos de uso corriente en quimica
clinica, esta sefal no constituye una determinacién directa de
sumasa, sino que depende de caracteristicas de, por lo menos,
una reaccion antigeno-anticuerpo. Sabiendo que el analito esta
conformado por una poblacidn de anticuerpos cuya biosintesis
deriva de una respuesta inmune humoral de naturaleza poli-
clonal, es preciso reconocer el alto grado de heterogeneidad en
sus parametros de interaccién inmunogquimicos.

Por otro lado, los estandares que se usan para construir

la curva de calibracién no sélo son heterogéneos en cuanto
a su composicion, sino que, muchas veces, estan insufici-
entemente caracterizados en los certificados de analisis que
acompanan los kits comerciales. Otros niveles de complejidad
se suman a la cuestion, si se considera la respuesta humoral
inmadura de pacientes pediatricos, tal vez no comparable a la
de adultos, y su potencial impacto en la sefal. Por lo expuesto,
cabe la posibilidad de que el material de referencia de los ELISA
no sea representativo del analito endégeno desde el punto
de vista inmunoquimico.”® Esto cuestiona la nocién segin la
cual es valido interpolar sefales en la curva estandar con fines
semicuantitativos y, por lo tanto, también pone en duda la cali-
dad de los resultados analiticos derivados del ensayo.

Elanalisis de paralelismo aborda estas cuestiones al exami-
nar silos calibradores mimetizan el comportamiento del analito
enddgeno frente a los inmunorreactantes del kit. Si la reactivi-
dad es comparable, las curvas dosis -respuesta del analito y del
estandar difieren dnicamente en un desplazamiento horizon-
tal®y es valida la aplicacién del kit con fines semicuantitativos.
Pese al reconocimiento de suimportancia critica en etapas pre-
coces del desarrollo de las técnicas de ELISA, hay discrepancia
en laliteratura en lo referido a la manera de conducir los experi-
mentos de paralelismo y a cudles deberfan ser los criterios de
aceptacién o rechazo de un inmunoensayo diagnéstico.°

En este articulo, se plantea un esquema de verificacion
operativa del paralelismo aplicado a dos inmunoensayos co-
merciales para deteccién de anticuerpos contra los péptidos
de gliadina desaminados, anti-PDG de clase IgA y anti-PDG de
clase 1gG. El andlisis se articula en torno a dos enfoques: en
primer lugar, aquel basado sobre las pruebas de significancia
dependientes del valor p aplicado a parametros derivados de
ajustes de regresion tanto lineal como no lineal y, en segundo
lugar, a una evaluacién de la variabilidad en los resultados del
calculo inverso de niveles de analito contra un valor prefijado
(CV=20%). Se analiza la congruencia entre estos abordajes al-
ternativos y se sugieren lineamientos para que, dado el caso, el
profesional bioquimico implemente desde una postura critica
su propio programa de verificacién de este importante aspecto
de los inmunoensayos en fase sélida.

Materiales y métodos

Se siguieron dos abordajes para el estudio del paralelismo:
en primer lugar, se examing el paralelismo entre muestras y
calibradores empleando una prueba ANOVA para evaluar si-
militud de pardmetros entre curvas dosis - respuesta. En este
esquema de trabajo, se analizan pardmetros descriptivos de
los ajustes efectuados sobre la distribucién de datos de las
muestras y los estandares. Una vez comprobado que no difi-
eren significativamente, se puede asumir que se cumple la
condicién de paralelismo entre las curvas.

El segundo enfoque indaga en el fenémeno de paralel-
ismo entre muestras, siguiendo un procedimiento en el que,
ademas, se examina la selectividad del ensayo y efecto de po-
tenciales interferentes de la matriz.!? Se parte, en este caso,
de la premisa segun la cual en toda técnica inmunoquimica la
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Figura 1. Anticuerpos IgA anti pépetidos de gliadina desaminados (anti-PDG IgA].
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» Panel izquierdo. Ajustes logisticos de 4 pardmetros (4PL) sobre la distribucién de datos de las muestras M1 a M4 y los estandares (curva estandar)
para la prueba de ELISA que detecta anticuerpos anti - péptido deaminado de gliadina de clase IgA (PDG-A). Panel derecho. Regresion lineal sobre la
distribucién de datos de la transformacién Logit - Log para las muestras M1 a M4 y los estandares (curva estandar). Se trabajé con la prueba de ELISA

PDG-A.

selectividad no es absoluta: la sefial analitica global depende
de la interaccién de elementos del ensayo con componentes
de lamatriz bioldgica y con el analito. El estudio del paralelismo
entre muestras permite caracterizar la influencia de estos con-
stituyentes de la matriz en los resultados.

Para cumplir este objetivo, resulté adecuado el método ba-
sado sobre el calculo inverso de niveles de anticuerpo para
cadaunadelas diluciones seriadas de las muestras analizadas
por ELISA. La excesiva variabilidad en las concentraciones fina-
les calculadas siguiendo este procedimiento revelarian efectos
de la matriz debido a interacciones espurias entre elementos
del kit e interferentes, muchas veces de identidad descono-
cida.

Se trabajé con dos kits de ELISA disponibles comercialmente
para determinacién semicuantitativa de los niveles de anticu-
erpos anti - péptido deaminado de gliadina de clase IgA y anti-
cuerpos anti-péptido deaminado de gliadina de clase IgG [PDG-
A, PDG-G respectivamente; ORGENTEC Diagnostika, Mainz, GE).
Los ensayos se ejecutaron de manera semiautomatizada con
el analizador Alisei (RADIM Diagnostics, Freiburg, GE). El andli-

sis estadistico se llevé a cabo con el software GraphPad Prism v
4.03 (GraphPad Software, Inc.).

Se procesaron muestras de suero de adultos obtenidas
por puncién venosa en ausencia de anticoagulantes. Se pro-
curé que las muestras seleccionadas no presentaran interfer-
encias macroscépicas, tales como fenémenos de hemdlisis,
hiperbilirrubinemia o hiperlipemia. Ademas, el titulo de anti-
cuerpos anti-PDG de clase IgA e IgG debia encontrarse en un
nivel tal que facilitase la interpolacion de la sefal de densidad
dptica (DO) en la curva de calibracién correspondiente: si el
nivel de analito endégeno esta convenientemente alejado de
los limites superior e inferior de cuantificacién del método, se
previene el incremento indeseado del coeficiente de variacién
en las determinaciones.!! El titulo adecuado para el estudio es
todo aquel que esté alejado de los limites de cuantificacién. Se
diluyeron las muestras de suero de forma seriadaa 6 niveles!?,
segun los factores 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800y 1/1600,
con el diluyente provisto por el kit y se llevé a cabo la técnica,
segun las recomendaciones del fabricante tal como constan en
elinserto, a excepcién de la etapa de siembra de la muestra, en
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Figura 2. Anticuerpos IgG anti pépetidos de gliadina desaminados (anti-PDG IgG).
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» Panel izquierdo. Ajustes logisticos de 4 parametros (4PL) sobre la distribucién de datos de las muestras M1 a M4 y los estandares (curva estandar)
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PDG-G.

la que se dispensé en el pocillo de la microplaca la dilucién en
estudio. El fabricante sugiere procesar toda muestra de suero
por el método de dilucién dnica a un nivel 1/100, por lo que se
considerd el resultado obtenido a partir de esta dilucién como
la concentracién nominal de las muestras. Todas las diluciones
se analizaron por triplicado.

Paraelanalisis del paralelismoentre muestrasyestandares,
se representaron los datos de DO vs. log de dilucién para las
muestras, mientras que para los estandares se procesaron las
DO vs. log de concentracion (concentracién declarada por el
fabricante]. A partir de la distribucion aparentemente simétrica
de los datos, tanto de las muestras como de los calibradores,
se decidi6 ajustar un modelo de regresion no lineal logistico de
4 parametros (4PL). Este ajuste dio lugar a una curva sigmoi-
dea de acuerdo con la expresion:

DO=D+((A-D)/1+(X/C)expE)) (1)

Ay Drepresentan las asintotas superiores e inferiores de la
curva sigmoidea, respectivamente; X corresponde a la dilucién
delpunto de inflexién de la curva en torno al cual existe simetria
y E esla pendiente o coeficiente de Hill.

Una vez obtenido el ajuste, se determing el paralelismo en-

tre las curvas 4PL de las muestras y estandares a partir de un
procedimiento de ANOVA basado sobre el andlisis de las dife-
rencias en la pendiente de Hill.!3 Para continuar el andlisis de
paralelismo bajo el primer abordaje, se ajustaron a una recta
los datos de las muestras y estandares al aplicar la transfor-
macion Logit-Log a los valores de DO segun:

logit DO=log ((DO-D)/(A-DOJ) (2)

Ay D representan las asintotas superiores e inferiores de
la curva logistica. Una vez que se representaron los valores de
logit DO vs. log dilucion (para las muestras] y logit DO vs log
concentracién (para los estandares) se consiguié ajustar con
éxito un modelo lineal de la forma:

logDO=b+mlogX (3]

En ella, b es la ordenada al origen, X, la dilucién (muestras)
o concentracion declarada (estandares) y m, la pendiente de
la recta. El ajuste del modelo lineal permitié hacer inferencias
acerca de la similitud entre las pendientes de las rectas para
las muestras en estudio y los estandares, nuevamente por
el método basado en la prueba de ANOVA. El empleo de esta
operacién, que asume la pérdida de las asintotas en la repre-
sentacion grafica, se ha descripto en literatura como trans-
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Figura 3. Representacion del coeficiente o pendiente de
Hill derivado de los ajustes 4PL.
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» A. Representacién del coeficiente o pendiente de Hill derivado de los
ajustes 4PL para las muestras M1-M4 y la curva estandar (CE) en el
trabajo con el kit PDG-A. Se compararon las pendientes de M1- M4 con
la pendiente CE para analizar desvios del paralelismo por la prueba de
ANOVA de un factor.* p< 0,01.

» B. Representacidn del coeficiente o pendiente de Hill derivada de los
ajustes 4PL para las muestras M1- M4 y la curva estandar (CE) en el
trabajo con el kit PDG-G. Se compararon las pendientes de M1- M4 con
la pendiente CE para analizar desvios del paralelismo por la prueba de
ANOVA de un factor. No se registraron diferencias significativas.

formacién Logit - Log totalmente especificada.!! Teniendo en
cuenta la falta de homogeneidad en las varianzas (heteroce-
dasticidad), la regresion lineal se hizo por el método de mini-
mos cuadrados ponderados.**

En el ensayo de paralelismo entre muestras, se trabajé con
las mismas muestras de suero, partiendo de diluciones se-
riadas, segun los factores 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800
y 1/1600, empleando el diluyente provisto por el kit. Luego de
ejecutar la técnica de ELISA para determinacién de anticuerpos
PDG-A y PDG-G, segun las recomendaciones del fabricante, se

Figura 4. Representacion de la pendiente de las rectas
derivadas de los ajustes de regresion lineal.

Transformacion Logit-Log

A PDG IgA

M24

M1+

H -

CE+

UL

L] L] L L) L) L) L) L) L) L) 1
0.000.250.500.751.001.251.501.752.002.252.502.75

Pendiente
B PDG IgG
wi  H
M3 4 I—| *
M2 4 I
M1 | *
CE4 |-|

1 L] I ] ] L ] 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
Pendiente

» A Representacién de la pendiente de las rectas derivadas de los ajustes
de regresion lineal ponderada para las muestras M1- M4 y la curva es-
tandar (CE), en eltrabajo con el kit PDG-A. Se compararon las pendientes
de M1-M4 con la pendiente CE para analizar desvios del paralelismo por
la prueba de ANOVA de un factor. *p< 0,01. **p< 0,05.

» B. Representacion de la pendiente de las rectas derivadas de los ajustes
de regresion lineal ponderada para las muestras M1- M4 y la curva es-
tandar (CE) en el trabajo con el kit PDG-G. Se compararon las pendientes
de M1-M4 con la pendiente CE para analizar desvios del paralelismo por
la prueba de ANOVA de un factor. * p< 0,01.

interpolaron los valores de DO de cada nivel de dilucién en la
curva estandar y se corrigié por factor de dilucion: la concen-
tracién final de analito calculada a partir de este procedimiento
inverso deberia ser consistente en el rango de diluciones ex-
plorado y no exhibir desviaciones por fuera de valores prefija-
dos para el coeficiente de variacion (CV), cuyo valor tolerable
en este trabajo se tomé como CV < 20%. Las concentraciones
obtenidas para M1-M4 a partir de cada uno de los seis niveles
de dilucién se representaron en una grafica para examen de la
tendencia de los datos.
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Figura 5. Concentracion ajustada de anticuerpos.
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» A.Trazado de la concentracion ajustada calculada por interpolacién para
seis diluciones seriadas de cada muestra M1- M4. Se trabajé con el kit
PDG-A. 1/X: factor de dilucion.

» B.Trazado de la concentracién ajustada calculada por interpolacién para
seis diluciones seriadas de cada muestra M1- M4. Se trabajé con el kit
PDG-G. No se representa para lamuestra 3 el punto correspondiente a la
dilucién 1/1600 al estar la sefial por debajo del limite de cuantificacién.
1/X: factor de dilucién.

Resultados

Se procesaron cuatro muestras de suero de adultos, M1-M4,
segun el esquema descripto en el apartado anterior. Enlas figu-
ras 1 (panel izquierdo) y 3A se puede apreciar que, a partir del
andlisis del coeficiente de Hill, existe diferencia significativa en
el comportamiento frente a los inmunorreactantes del kit PDG-
A para la muestra M1 y los calibradores (3,23 vs 0,92, respec-
tivamente, p < 0,01). Luego de ajustar a una recta los datos por
medio de la transformacién Logit - Log y efectuar una regresion
lineal ponderada, tal como se muestra en la figura 1 (panel
derecho), se encontrd que las pendientes tanto de M1 (2,44, P
<0,01) comode M4 (1,60; p < 0,05) difieren de la pendiente de
la curva estandar (0,93) (Figura 4A). Se puede asumir que M1
no reacciona de manera predecible con elementos del kit PDG-
A, segln los métodos de analisis de paralelismo basados sobre

la comparacién de parametros, empleando un modelo lineal y
no lineal. Alindagar en el paralelismo entre muestras por el cal-
culoinverso de las concentraciones (Tabla 1), M1 yM3 exhiben
una variabilidad en sus resultados (CV = 26,31 % y Cv=28,05
%) inaceptablemente alta en relacion con el valor prefijado de
Cv<20%. Enefecto, latendencia creciente de las concentracio-
nes calculadas para M1 y M3 con el factor de dilucion (Figura
5A) sugiere que se esta liberando al analito de la influencia de
algun interferente con el que interacciona de forma inespeci-
fica y que, a su vez, disminuye la posibilidad de unién con el-
ementos de deteccion del ensayo. Estos hallazgos para M1
ponen en duda la confiabilidad de los resultados semicuantita-
tivos que puedan obtenerse a partir su procesamiento con el kit
PDG-A, por lo menos en el rango de las diluciones examinadas.
En el caso del kit PDG-G, los coeficientes de Hill de las curvas
4PL no difieren significativamente al comparar el paralelismo
entre M1 - M4 y la curva estandar (Figura 2, panel izquierdo y
Figura 3B). Sin embargo, en la regresion lineal se encuentra
que las pendientes de las rectas para M1 (1,62) y M3 (1,69]
no son equivalentes (p < 0,01; Figura 2 panel derecho y Figura
4B) ala pendiente de los calibradores (0,76). En este caso, ex-
iste incongruencia entre las curvas logisticas y las rectas de la
transformacion Logit - Log. Se revela en este Ultimo ajuste una
exagerada sensibilidad en la deteccién de desvios del paralel-
ismo al combinarse con la metodologia de ANOVA: si se juzga el
aspecto de las rectas en la figura 2, tanto M1 como M3 no pare-
cen tener una pendiente tan disimil de la curva estandar como
para descartar la hipétesis de reactividad comparable entre
las muestras y calibradores. En la prueba de paralelismo entre
muestras (Tabla 2], nuevamente M3 se destaca como la mues-
tra que, al presentar un CV = 35,45 %, parece tener una matriz
de composicién tal que afecta de manera importante la sefial.
La tendencia general para las concentraciones de M1 - M4 es
creciente, al menos hasta un nivel de dilucién 1/800, después
de la cual disminuyen. Este efecto se confirma en la figura 5B,
donde se registra una oscilacién del trazado muy acusada para
M1y M2 en relacidn al resto de las muestras. No obstante, se
verifica en el Ultimo punto lo que parece ser una correccién de
la interferencia con la dilucién creciente, que termina atenuan-
do el impacto sobre el CV (14,64 y 10,61 %, respectivamente).

En contraste, las razones metodoldgicas no permitieron in-
terpolar los datos del dltimo punto para M3, razén que tal vez
justifique el incremento excesivo de su CV% a un nivel superior
altolerable.

Discusion

En etapas tempranas del desarrollo de las pruebas de ELISA
es imprescindible emprender un estudio sistematico de la es-
pecificidad, selectividad, sensibilidad, determinacidon de la di-
lucién minima requerida y limites de cuantificacién superior e
inferior del ensayo.'% En el caso de kits adquiridos en el comer-
cio, el interés puede orientarse a verificar de manera operativa
las especificaciones técnicas declaradas por el fabricante®,
examinar las variaciones entre lotes de reactivos o la validez
del procedimiento recomendado. Es sabido que la adopcién in-
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Tabla 1. Concentraciones ajustadas de los anticuerpos IgA anti péptidos de gliadina desaminados: analisis del parale-
lismo entre muestras a partir de diluciones seriadas (1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 y 1/1600).

Muestras Media (U/ml) DE (U/ml) CV%
1 46,70 12,29 26,31
2 28,87 3,91 13,57
3 27,23 7,64 28,05
4 71,31 2,94 4,12

» DE, desvio estandar; CV %, coeficiente de variacién; anti-PDG, anti péptidos desamidados de gliadina; IgA, inmunoglobulina A.

discriminada de kits comerciales puede traer aparejada la gen-
eracion de resultados confusos o discordantes con el resto de
las pruebas que componen un panel diagndstico y que causan
muchas veces desconcierto en el profesional de la salud re-
sponsable de la toma de decisiones con base en los resultados
serolégicos. Es pertinente abordar estas cuestiones tomando
como eje el estudio del paralelismo, si se pretende determinar
que un inmunoensayo cumple con los fines para los que ha
sido desarrollado.”

Aunque la importancia del paralelismo es reconocida en la
industria farmacéutica y biotecnoldgica como requisito previo
aladeterminacién de la potencia relativa de un producto, no ex-
iste consenso en cuanto a la forma de conducir los experimen-
tos ni en los criterios de aceptacién o rechazo para los bioen-
sayos de diagnéstico. Mas bien, se plantea en la literatura del
tema una serie de lineamientos generales y recomendaciones,
que derivan de distintas posturas, no siempre complementar-
ias. Esto atenta contra la elaboracién de procedimientos opera-
tivos estandar necesarios para generalizar el estudio del para-
lelismo en el drea de inmunoquimica.t

El paralelismo como objeto de indagacion en inmunoen-
sayos ha sido escasamente explorado: estudios recientes
plantean interrogantes acerca de la validez de las pruebas de
significancia basadas sobre el valor p, tal como se aplica en el
primer enfoque de este trabajo. En efecto, se ha puestoen duda
que los resultados de las pruebas de comparacion de paramet-
ros considerados arbitrariamente relevantes, tales como la
pendiente de Hill correlacionen con el fenémeno de equivalen-
cia en la reactividad de muestras y estandares.'® Si bien éste
se considera un parametro de curvatura fundamental, hay
posturas que reformulan el analisis en términos de la inclusion
de las asintotas superior e inferior del modelo 4PL para conse-
guir una descripcion mas completa de la curva.l”18 Mas adn,
la eleccién del ajuste parece condicionar los resultados: esto lo
demuestra la falta de congruencia entre los resultados de las
transformaciones Logit - Log y los modelos 4PL en este trabajo,
evidente en el analisis del paralelismo para el kit PDG-G. En ese
caso, la comparacion de pendientes de las rectas parece tener
unasensibilidad exagerada en la deteccién de desvios del para-
lelismo que tal vez no se destaquen en la inspeccién visual. Ra-
zones del mismo orden llevaron a algunos autores a inclinarse
por la valoracién de la forma de las curvas 4PL como recurso

més conveniente en lugar de aplicar la técnica de ANOVA.1! Esto
plantea la controversia acerca de si es metodolégicamente
valida la comparacién visual de las curvas 4PL o rectas, por el
grado de subjetividad que implica el procedimiento!?, o mas
bien, si se deberia seguir un analisis sistematico basado sobre
la prueba de ANOVA.

Los resultados de este trabajo indican que M1 no reacciona
de manera similar a los estandares para el kit PDG-A, asi como
tampoco lo hace M3 con el kit PDG-G. Al comparar los dos en-
foques usados para evaluar el paralelismo, algunas conclusio-
nes pueden ponerse de relieve. Si se da prioridad a la evalu-
acién grafica de las curvas 4PL, las diferencias presuntamente
significativas del ANOVA parecen intrascendentes, razon por la
que se recomienda dejar de lado las pruebas basadas sobre la
hipétesis de similitud de parametros en favor de la compara-
cién visual de las curvas logisticas. No se sugiere el uso de la
transformacion Logit - Log porque su exagerada sensibilidad
podria conducir a desestimar ensayos potencialmente Utiles.
Enuna segunda etapa, se puede complementar con el enfoque
basado sobre el CV%, teniendo en cuenta que niveles de exigen-
cia demasiado estrictos (CV < 10%) serian inapropiados en el
contexto de un plan de validacién aplicado a inmunoensay-
0s.” Los objetivos tal vez deban dirigirse a generar resultados
semicuantitativos lo suficientemente confiables como para
proveer de respaldo sélido a las conductas terapéuticas o acti-
tudes médicas dependientes de su empleo.?

El'acotado ndmero de muestras procesadas en este estudio
se relaciona con la dificultad de hallar positividad simultanea
para ambas pruebas en niveles de anticuerpos, que permitan
ejecutar seis diluciones seriadas e interpolar con comodidad
la sefial en las curvas de calibracién, alejadas de efectos inde-
seables que pueda introducir sobre el CV % la proximidad a los
limites de cuantificacién superior e inferior.” Por otro lado, al-
gunos autores sefialan la pérdida de precisién que paradgjica-
mente se introduce al incorporar mayor nimero de muestras
al disefio del ensayo.?® Atendiendo a estas cuestiones y para
hacer m3s intuitiva la interpretacion grafica de los resultados,
es que se resolvié trabajar con las muestras M1- M4.

Sabiendo que todo ELISA tiene problemas de especificidad
ensudisefioy que existe siempre algo de incertidumbre acerca
de la identidad de los elementos que dan origen a la sefial®S, el
analisis de paralelismo entre muestras y estandares permite la
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Tabla 2. Concentraciones ajustadas de los anticuerpos anti-PDG IgG: analisis de paralelismo entre muestras a partir de
diluciones seriadas (1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 y 1/1600).

Muestras Media (U/ml) DE (U/ml] CV%
1 50,89 7,45 14,65
2 69,30 7,35 10,61
3 10,65 3,78 35,45
4 20,49 3,22 15,71

» DE, desvio estandar; CV %, coeficiente de variacién; anti-PDG, anti - péptidos desamidados de gliadina; IgG, inmunoglobulina G.

evaluacién indirecta de este aspecto. En particular, frente aun
inmunoensayo en el que las muestras evaluadas presenten re-
iterados desvios del paralelismo con respecto a los estandares,
se puede asumir que los problemas de especificidad ameritan
el reemplazo de algin componente del kit, o bien, el cambio en
la eleccién de la fuente a partir de la cual se prepara el material
de referencia.

En caso de que surja la necesidad de introducir variantes en
el ELISA debido a que su desempefio en las pruebas de paralel-
ismo entre muestras no cumple con los criterios de aceptacién
prefijados, una serie de medidas dirigidas a extinguir interac-
ciones inespecificas se pueden poner en practica: optimizar la
composicion de los reactivos del kit manipulando los niveles de
aditivos (concentracion de detergentes, dilucién de coloran-
tes) o adecuando la minima dilucién requerida de la muestra.
Por otro lado, si el problema reside en la interaccién especifica
del analito con componentes de la matriz, posiblemente deba
plantearse un abordaje mas radical que implique adaptar el
formato del ELISA: la introduccién de pasos de pretratamiento
para extraer el analito en ciertas matrices biolégicas ha dem-
ostrado ser un recurso Util.

Enresumen, es nuestra intencién motivar la discusién acer-
ca del paralelismo en inmunoensayos de diagndstico y brindar
al bioquimico elementos de andlisis que le permitan adoptar
una postura critica a la hora de desarrollar un plan de verifi-
cacién o validacién de los insumos que emplea en su ejercicio
profesional.

La busqueda continua de mejora y la interaccién con profe-
sionales de la estadistica para evaluar aspectos ligados a su
quehacer es esencial, si se pretende garantizar la calidad de
las prestaciones del laboratorio clinico en entornos altamente
competitivos.
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Resumen

Introduccién: la seguridad del paciente ha sido identificada por la Organizacién Mundial de la Salud como un aspecto prioritario en
la atencién sanitaria. Los laboratorios de andlisis clinicos no son ajenos a este concepto Y la informacién proporcionada por ellos
tiene un impacto directo sobre la misma. Objetivos: evaluar el clima de seguridad del paciente percibido por los integrantes de tres
laboratorios de andlisis clinicos hospitalarios. Comparar la percepcion de seguridad del paciente (SP) segiin puesto de trabajo, afios
de experiencia y tipo de hospital. Materiales y métodos: se llevé a cabo un disefio cuantitativo y la aplicacién de un cuestionario
validado. Resultados: tasa de respuesta: 45 %. Mediana de edad: 43 afios (rangointercuartilico = 9), 91,5 % femenino. Las puntua-
ciones més altas correspondieron al area 1 (factores individuales, sociales y culturales) con un valor promedio de 72,0 (IC 95%:
67,4-76,6), seguida por el area 2 (factores relacionados con la actividad), 70,0 (IC 95%: 66,1 - 73,9); el puntaje mas bajo y, por lo
tanto, el &rea menos valorada fue la 3 (factores relacionados con el equipo y los recursos) con un valor promedio de 55,0 (IC 95%:
51,8-58,3).LaSPglobal evaluada en unaescala de 0-10, tuvo puntuacion media de 7,4 (IC 95% 6,9-7,8). Segtin tipo de hospital, se
obtuvo mejor valoracion en el militar (7,90 + 1,51), seguido del privado (7,39 + 1,66) y ltimo, el piblico. (6,47 + 1,73) (p=0,02).
Nose detectaron diferencias seglin sexo en lavaloracion global (p=0,31); si, entre edades (p=0,04), con una puntuacién mas alta
enmayores de 45 afos. Segin puesto de trabajo y afios de experiencia, no se encontraron diferencias significativas en ninguna de
las seis areas. Conclusiones: el clima de seguridad del paciente valorado segtn escala global fue favorable en las tres instituciones
y no varia de acuerdo con el puesto de trabajo. La capacitacién para fortalecer la cultura de seguridad del paciente deberia estar
orientadaatodos los actores. Nose encontraron fortalezas en ninguno de ftems relacionados con la comunicacién, dimensién clave
de una cultura orientada ala seguridad.

Palabras clave: cultura de seguridad del paciente, clima de seguridad, laboratorios de hospital.
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Introduction: Patient safety has been identified by the World Health Organization as a priority aspect in health care. Clinical anal-
ysis laboratories are no stranger to this concept, and the information provided by them has a direct impact on it. Objective: To
evaluate the patient safety climate perceived by the members of three hospital's clinical analysis laboratories and to compare
the perception of patient safety according to their job position, years of experience, and type of hospital. Materials and methods:
Quantitative design, applying a validated questionnaire. Results: 45% response rate, median age: 43 years (Interquartile Range
=9),91.5%female. The highest scores corresponded toindividual, social and cultural factors, with an average value of 72.0 (95%
Cl: 67.4-76.6), followed by activity-related factors (70.0 (95% Cl: 66.1-73.9]]. The lowest score and therefore the least valued
corresponded to factors related to equipment and resources, with an average value of 55.0 (95% Cl: 51.8-58.3). The overall pa-
tient safety evaluated on a scale of 0-10 had an average score of 7.4 (95% C1 6.9-7.8). Depending on the type of hospital, the best
assessment was obtained in the military hospital (7.90 + 1.51), followed by the private (7.39 + 1.66) and the public hospitals
(6.47 +1.73) (p=0.02). In the overall assessment, no differences were detected according to gender (p = 0.31), whereas dif-
ferences were detected between ages (p=0.04), with a higher score in people over 45 years. According to the job position and
years of experience, nosignificant differences were found in any of the six areas studied. Conclusions: The patient safety climate
valued according to a global scale was favorable in the three institutions and did not vary according to the job position. Training to
strengthen the patient safety culture should be aimed at all actors. No strengths were found in any of the items related to com-
munication, a key dimension of a security-oriented culture.

Key words: Culture of patient safety, Safety climate, Hospital laboratories.
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Introduccién

La preocupacion por la seguridad del paciente (SP) no es un
tema nuevo, ya que los primeros estudios datan de 1950, pero
lo cierto es que, en los Ultimos afios, desde que el Instituto de
Medicina de los Estados Unidos publicd el libro To err is human:
Building a Safer Health System, en 1999, el problema ha adquiri-
do una dimensién mundial y se ha incorporado a las agendas
politicas y al debate publico.!

Hasta hace poco tiempo, los aspectos relativos a la SP se cir-
cunscribian exclusivamente a los servicios con actividad clinica
directa sobre el paciente, y el resto de los servicios asistenciales,
incluido el laboratorio clinico, quedaban al margen de esta?. Dife-
rentes autores que han estudiado la influencia del laboratorio
clinico en la SP concuerdan en que, de los sucesos adversos de-
tectados, la responsabilidad directa del laboratorio alcanza el 60
%; dentro de ellos, el 71 % se localiza en |a etapa preanalitica y, a
suvez, el 74 % podian prevenirse.>® La mayoria de los autores co-
inciden en que la mayor parte son errores en la identificacién del
paciente y el retraso de las pruebas o entrega de resultados-"1°

La SP, entonces, se ha convertido en una prioridad para los
laboratorios clinicos.!! En la actualidad, la comunidad cientifica
internacional la reconoce como un problema grave que requi-
ere un enfoque global, con el propdsito de minimizar las tasas
de error y promover la mejora de la calidad. Por ésta razén, la
Education and Management Division (EMD) de la International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC],
en 2008, lanzé un grupo de trabajo especifico llamado “Working
Group on Laboratory Errors and Patient Safety “(WG- LEPS) como
herramienta para mejorar el conocimiento en este campo a nivel
internacional y recomendar el desarrollo y aplicacién de protoco-
los operativos estandarizados!?; a nivel nacional, se reconoce
al Grupo Argentino para la Seguridad del Paciente (GASP), que
aborda esta temética de una manera interlaboratorial. =3

Si queremos minimizar los errores en la atencién sanitaria,
debemos comenzar por comprender los “factores humanos” y
conocer las causas culturales, educacionales y de formacién,
asicomo los aspectos organizativos y estratégicos relacionados
con las condiciones de trabajo. Conocer y monitorear en qué me-
dida nos implicamos y qué grado de compromiso tenemos como
bioquimicos respecto de la SP es el primer paso hacia la practica
de una atencién sanitaria libre de dafos evitables.

El objetivo del trabajo fue evaluar el clima de seguridad del
paciente percibido por los integrantes (bioquimicos, técnicos y
administrativos) de tres laboratorios clinicos hospitalarios.

Materiales y métodos

El estudio tiene un disefio observacional, descriptivo, de
corte transversal, con aplicacién de un cuestionario estructu-
rado, durante el mes de junio de 2016.

La poblacidn de estudio se conformd con el personal estable
de laboratorio: bioquimicos, técnicos y administrativos de tres
hospitales de las ciudades de Bahia Blanca y Punta Alta. Parala
aplicacién del cuestionario, la muestra en cada uno de los tres
hospitales fue no probabilistica y se realizé por conveniencia.

Criterios de exclusion

Se excluyé al personal que trabajase menos de 20 horas
semanales,aaquellos trabajadores con licencias prolongadas en
los ltimos 6 meses (licencias por enfermedad que implicaban
ausencia laboral de, al menos, 3 meses) y a los que tuvieran
menos de un afio de antigliedad en su puesto de trabajo.

Técnica e instrumento de recoleccién de datos. Implement-
acion

Se utilizé un cuestionario validado por el grupo espafiol de
Giménez y col. para evaluar la SP en los laboratorios clinicos
integrado por 12 dimensiones que recogen las diferentes per-
spectivas sobre la SP que pueden darse en el dmbito de los
laboratorios clinicos. Esta formado de 62 items agrupados en
6 areas especificas:

e Area 1- Factores individuales, sociales y culturales (9
items);

e Area 2- Factores relacionados con la actividad (17 items):

* Area 3-Factores de equipamiento y recursos (10 items);

* Area4-Factores relacionados con las condiciones de trabajo

(6items];

* Area 5-Factores educacionales y de formacién (10 items);
e Area 6- Factores relacionados con la comunicacién (10
items).

Lavaloracién de los items se realiza por medio de una escala
de Likert de 0 - 5 puntos, que incluye la posibilidad “no sabe/no
contesta” y, al final, presenta una escala de valoracién global
de SPde 0-10 puntos.'*

La entrega del cuestionario se realiz6 de manera individual-
izada y estuvo a cargo de personal asignado en cada uno de los
hospitales. Una vez respondido, se habilitaron urnas en los lab-
oratorios de los diferentes hospitales para la recoleccién de los
mismos. Los encuestados dieron el consentimiento informado.

Tabla I. Descripcidon de la poblacién de estudio.

Caracteristica hospital Capital humano Excluidos Encuestados
vélidos (n=52)
Militar 50 4 25
Publico 31 3 19
Privado 14 0 8
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Definicion operacional de la variable principal

El clima de seguridad es definido por la percepcién del es-
tado de seguridad, en un determinado momento del tiempo,
como una fotografia de la cultura de la seguridad relativamente
inestable y sujeta al cambio, asociada a factores intangibles
como factores situacionales y ambientales.®

El resultado del score de clima de seguridad (SCS) fue me-
dido en una escala de 0 - 100, segln lo propuesto por los au-
tores, que toman como referencia los criterios de evaluacién de
la Agency for Healthcare Research and Quality (AHRQ), estab-
leciendo un punto de corte > 75 % para las fortalezas y < 50 %
para las debilidades.!®

Andlisis de datos

Se calcularon los puntajes por area, sumando los items que
las componen y se expresaron como porcentaje del maximo
valor posible en una escala de 0 - 100. Los items faltantes,
es decir, los no respondidos fueron recodificados con el valor
medio del ftem en cuestién, para no perder casos debido a que
el software estadistico sélo permite el andlisis de los casos en
que estan todos los valores de las variables que conforman esa
dimensién.

Se tom6 como referencia los criterios de evaluacién de la
AHRO, segun lo propuesto por los autores del cuestionario, que
establecen un punto de corte de > de 75 % para las fortalezas
y < 50 % para las debilidades o areas que necesitan mejoras.
Se agreg6 un punto de corte adicional de < 25 % para los items
peor valorados.

Se evalud cada uno de los items agrupando los valores ex-
tremos positivos (puntajes 4 y 5o de 0y 1 para los items in-
versos). Los items inversos son aquellos que por su significado
o su formulacién miden en sentido contrario al resto del cues-
tionario. La solucién mas sencilla con los items inversos es
“desinvertirlos” antes de comenzar el andlisis, es decir, que se
da vuelta su escala numérica. Es por ello que estos fueron re-
codificados a4 - 5 para su posterior andlisis.

Se realizé un andlisis descriptivo de las variables de es-
tudio. Con el fin de comparar el puntaje entre diferentes vari-
ables independientes, estas fueron dicotomizadas para evitar
categorias con muy baja representacion. Se utiliz6 la prueba T
de Student y el test no paramétrico de Mann - Whitney. Para la
comparacion entre hospitales se empled el test de analisis de
lavarianza (ANOVA). Se utilizé un nivel de significacion de 0,05.
El andlisis estadistico se realiz6 usando el software SPSS ver-
sién 17 (SPSS Science, Chicago, IL).

Resultados

Del total de la poblacidn en estudio de los tres hospitales (n
=95], 7 individuos cumplieron con los criterios de exclusién de
lainvestigacion. De los 88 restantes, el 45 % (52/88] respondi6
el cuestionario y la tasa de respuesta fue menor que la espe-
rada (Tabla 1). Los que no respondieron la encuesta tampoco
dieron el consentimiento. El tiempo promedio de respuesta fue
de 15+ 7 minutos. El promedio de edad fue de 43 + 9 afios (46
+ 9 afos, militar; 41 + 10 afios, publico; 38 + 8 afios, privado)

y el 91,5 % fue del sexo femenino. Con respecto a su experien-
cia, el 53 % (26) ha trabajado en el laboratorio por mas de 10
anos. Segun el puesto de trabajo, el grupo mas numeroso cor-
respondid a bioquimicos (58,1 %) seguido de técnicos de labo-
ratorio (25,6 %) y administrativos (9,3 %) (Tabla Il).

1) Andlisis de la respuesta a cada item individual

El andlisis de la relacién y distribucién de valores extremos
(0-1y4-5) para cada item mostr6 que en el 85,4 % de los
mismos (53/62) se obtuvo una tasa de respuesta superior al
90 %y solo en cinco items (8,1 %) esta tasa fue inferior al 85 %.

Segun los encuestados, en el drea 1 (factores individuales,
sociales y culturales), se encontraron dos puntos fuertes; en
el area 2 (factores relacionados con la actividad), se identific-
aron tres puntos fuertes y cinco puntos débiles; en el drea 3
(factores de equipamiento y recursos), nueve de los diez items
se identificaron como puntos débiles; en el drea 4 (factores re-
lacionados con las condiciones de trabajo), cuatro de los seis
items se consideraron debilidades y no se encontraron for-
talezas; en el area 5 (factores educacionales y de formacién),
se citaron tres puntos fuertes y cuatro como puntos débiles;
finalmente, en el &rea 6 (factores relacionados con la comuni-
cacién], no hubo ningdn punto fuerte.

En la figura 1, se resumen los porcentajes de encuestados
que valoraron con 4 o 5 las aseveraciones de cada item del
cuestionario. (n = 52). Se observan en color verde los items
mejor valorados: 1.1 “Le gusta su trabajo”;1.2 “Se siente satis-
fecho con la labor que realiza”; 2.1 “Conoce las funciones, com-
petencias y responsabilidades de su puesto”; 2.2 "Su practica
diaria se adecua a los procedimientos y normativas”; 2.8 “Su
laboratorio tiene implementados procedimientos y acciones
para promover la correcta identificacion del paciente (peticion)
y de las muestras; 5.6 “Es consciente de que su actuacién pu-
ede generar errores que pueden perjudicar a la SP”; 5.7 “Tiene
conocimiento de las repercusiones que tienen para los pacien-
tes los errores del laboratorio”; 5.8 “Conozco y entiendo el por
qué se implementan registros relacionados con la seguridad
del paciente: calidad de las muestras, peticiones, tiempos de
llegada, errores de identificacién, etc.”. En color rojo aparecen
los peor valorados: 3.3 “Se sustituye al personal ante bajas o
permisos reglamentarios”, 3.6 “Valore la proporcién de peti-
ciones analiticas que llegan con etiquetas identificativas del
paciente pero sin codigo de barras (sin captura automatica de
datos)”.

I1) Andlisis de la seguridad del paciente (SP) por area

Las puntuaciones mas altas correspondieron al area 1 (fac-
tores individuales, sociales y culturales) con un valor promedio
de 72,0 (IC 95%: 67,4 - 76,6), seguida por el area 2 (factores
relacionados con la actividad) con un valor promedio de 70,0
(1C95%: 66,1 - 73,9); el puntaje mas bajoy, por lo tanto, el drea
menos valorada fue la 3 (factores relacionados con el equipo
y los recursos), con un valor promedio de 55,0 (IC 95%: 51,8 -
58,3] (Figura 2].
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Tabla Il. Datos demograficos y caracteristicas ocupacionales de los encuestados.

n % general % encuestas
vélidas

Sexo
Femenino 43 82,7 91,5
Masculino 4 7,7 8,5
Datos perdidos 5 9,6

Edad
<45 28 53,8 59,6
>45 19 36,5 40,4
Datos perdidos 5 9,6

Anos de experiencia en laboratorio
>5 8 15,4 16,3
5-10 15 28,8 30,6
10-20 12 23,1 24,5
=20 14 26,9 28,6
Datos perdidos 3 5,8

Anos en trabajo actual
>5 17 32,7 34,7
(5-10) 8 15,4 16,3
(10-20) 12 23,1 24,5
=>20 12 23,1 24,5
Datos perdidos 3 5,8

Puesto de trabajo
Jefe de Servicio 2 3,8 4,7
Bioquimico 25 48,1 58,1
Residente Bqco. 1 1,9 2,3
Administrativo 4 7,7 9,3
Técnico de Lab. 11 21,2 25,6
Datos perdidos 9 17,3

» % encuestas validas, porcentaje calculado con respecto a las encuestas sin datos faltantes; % general, porcentaje calculado teniendo en cuenta los
datos faltantes.

1) Comparacion de cada area segln diferentes variables 45 afos. Al evaluar la SP segln afos de experiencia en labora-

No se encontraron diferencias significativas en ninguna de  torio, solo se encontraron diferencias (p = 0,02] en el area 4,
las dreas segun sexo. Al comparar segln categorias de edad, “factores relacionados con las condiciones de trabajo”, a favor
se encontraron diferencias significativas en las dreas 1, 2,3y  de aquellos con mas de 10 afios de experiencia. Segln afios en
6, que presentaron mejores valoraciones para los mayores de  trabajo actual y puesto de trabajo, no se detectaron diferencias
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Figura 1. Porcentaje de encuestados que valoraron con 4 o 5 las aseveraciones de cada item del cuestionario.

item del cuestionario

1.1 92,3
1.2 88,5
13— 16,0
1.4 36,5
15 16,0
16— 615
1.7 55,8
1.8 b8,6
1.9 _m
01— 85,5
., 84,6
2.3 62,7
.’ 731
2.5 57,7
26 _ml
2.7 67,3
2.8 76,5
29 50,0
2.10 54,0
2.11 56,0
e e 52,0
213 39,6
711 —— 396
715 —— 255
2.16 57,1
217 .| 32’7
31— 431
32 44,2
3.4 38,8
R — 481
3.7 35,7
3.8 54,5
3.9 41,2
3.10 40,9
41 I 731
42 —— 32,7
43 39,2
PR 26,9
4.5 39,2
46 60,0
5.1 57,7
53 53,1
5.4
55 _E
56 e 86,4
R ==, 88,0
5.8 82,4
5.9 66,0
5 10 _m
6.1 64,7
6.2 68,6
6.3 70,6
i S 745
6.5 53,1
6.6 58,3
67 _I
6.8 58,8
6.9 40,8
6.10 53,2
0,0 25,0 75,0 100,0

50,0, .
% que respondio 46 5

ByPC may-ago 2021; 85(2): 27-34 // ISSN-e 2684-0359



E Carral y col. Clima de seguridad del paciente percibido en tres laboratorios de andlisis clinicos hospitalarios. Estudio de corte transversal

Figura 2. Valor medio obtenido en cada area del cuestionario, representado con su intervalo de confianza 95 %.
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significativas en ninguna de las seis areas.

IV) Anélisis de la valoracién global de la seguridad del paciente
La SP evaluada de manera global en una escalade 0 a 10 re-
cibi6 una puntuacién media de 7,4 puntos (IC del 95%:6,9- 7,8).

V) Comparacidn de la valoraci6n global de la seguridad del pa-
ciente segun diferentes variables

Entre sexos no se detectaron diferencias en la valoracién
global de la SP (p = 0,31]), pero si, entre edades (p = 0,04), con
una puntuacién mayor entre los mayores de 45 afios (Figura 3).

Segln afios de experiencia en laboratorio, se encontraron
diferencias (p = 0,04) con una mejor valoracién entre los que
tienen mas de 10 afos de antigliedad.

Segun puesto de trabajo y afios de experiencia en el centro
actual, no se encontraron diferencias significativas. (p =0,53]
(p=0,69).

Segln tipo de hospital, hubo una mejor valoracion de la SP
global en el militar (7,90 + 1,51), seguido del privado (7,39 +
1,66) y por dltimo, del publico. (6,47 + 1,73) (p=0,02).Enla
figura 4 se visualiza cémo se distribuye la valoracion global
segln puestos de trabajo en cada uno de los hospitales.

Discusion

El personal, casi en su totalidad, es de sexo femenino, lo que
condice con una fuerte tendencia a la feminizacién de la pro-
fesién bioquimica y de otras profesiones de la salud a lo largo

Equipamiento y Comdiconesde  Educacionsles [e cOMmUnicHan
PECLES0E fraba

o

de los afios.}”18 Aproximadamente la mitad tiene mas de diez
anos de experiencia de trabajo en su laboratorio actual, hecho
que puede ser visto como una ventaja, si analizamos en térmi-
nos de antecedentes compartidos y experiencia de un apren-
dizaje en comun.

Cuando se analiza la respuesta a cada item de manera indi-
vidual, se destaca la alta valoracién respecto del conocimiento
y conciencia del error en el laboratorio y sus consecuencias so-
bre el paciente. Esto sumado a una alta satisfaccién del trabajo
que realizan, se interpreta como una ventaja o un facilitador a
la hora de abordar laimplementacién de estrategias de mejora.

Uno de los items peor valorados correspondid al relacionado
con la sustitucion del personal (item 3.3), que es sabido tiene
un fuerte impacto en los trabajadores y constituye un aspecto
de altoriesgo, que muchas veces no es tenido en cuenta como
una amenazaala SP. La baja valoracién del item 3.6, “Valore la
proporcién de peticiones analiticas con los datos del paciente
rellenados a mano”, puede interpretarse de tal manera, por el
hecho de que solo uno de los tres laboratorios posee tecnologia
para etiquetado de muestras. Cabe destacar que no se encon-
traron fortalezas en ninguno de los items relacionados con la
comunicacién, dimensidén clave de una cultura orientada a la
seguridad.

Del analisis por area, los resultados coinciden con el trabajo
de Giménez et al.!%, donde los peores puntajes son para las
areas 3 (Factores de equipamiento y recursos) y 4 (Factores
relacionados con las condiciones de trabajo]. Respecto de las
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Figura 3. Grado de seguridad del paciente segln valoracién global por categoria de edad.
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mejores valoradas también hay coincidencias, pero con un
menor puntaje.

Del andlisis de las dreas segln variables, un hallazgo impor-
tante es que, para todas las areas de anlisis, la percepcién de la
SPno varia de acuerdo con el puesto de trabajo del encuestado.

Del andlisis segun escenario hospitalario, la percepcién fue
diferente en los hospitales participantes. El grado de SP segin
valoracién global, fue mejor para el hospital militar, seguido del
privado y, por dltimo, del publico. Esta diferencia podria ser ex-
plicada por la distinta composicién del personal con respecto
a la edad. El hospital militar cuenta con una poblacion con una
media de edad estadisticamente mayor (46 + 9 afios), proba-
blemente mds involucrada en tematicas como la SP, cuya in-
stalacién en la agenda actual y en las organizaciones de salud
de nuestro pais es cada vez mas vigente.

Almomento de interpretar los resultados es necesario tener
en cuenta ciertas limitaciones en el presente trabajo. El disefio
del estudio corte transversal] y el tipo de variable principal
(clima de seguridad] obligan a sefialar que los resultados son
solo vélidos al momento del estudio y no son extrapolables,
pues clima y cultura de seguridad son constructos inherentes
a cada institucién y poseen un caracter dinamico que obliga a
monitorearlos con periodicidad.

Luego de la aplicacién del cuestionario, se esperaba ob-
tener una tasa de respuesta superior al 70 % de |a totalidad de
la poblacién, sin embargo, si bien se realizaron recordatorios
periddicos y visitas de refuerzo a los diferentes laboratorios, no
se alcanzd a llegar al porcentaje propuesto.

A pesar de que el clima de SP valorado segun escala global
fue favorable, con una puntuacién media de 7,4, en el analisis
de los items individuales, los puntos débiles superan amplia-

mente a las fortalezas. Por lo tanto, no podemos concluir que
los resultados globales sean realmente favorables. Esta dis-
paridad en los resultados puede interpretarse a partir de que,
muchas veces, una escala global da una impresién general e
intuitiva sobre lo que se pregunta, y en este caso, los encuesta-
dos tienen una mejor impresion global de la SP de lo que real-
mente valoran cuando responden item por item de manera
individual. La percepcién del clima de SP fue diferente en los
hospitales participantes: fue mejor valorada en el hospital mili-
tar, seguida del privado y por dltimo del publico. La percepcion
de la SP no varia de acuerdo con el puesto de trabajo en el labo-
ratorio. El drea menos valorada fue la relacionada con factores
de equipamiento y recursos.

Existe una alta valoracién respecto del conocimiento y con-
ciencia del error en el laboratorio y sus consecuencias sobre el
paciente. Se evidencia una ausencia de procedimientos y nor-
mativas relacionadas con el trabajo en el laboratorio en gen-
eral, que atenta contrala SP.

La mayoria de los participantes opté por un enfoque del er-
ror centrado en la persona y muchos de ellos no identificaron
elementos del sistema que tienen impacto en la seguridad: no-
tificacion, registro formal, analisis errores.

Para lograr un laboratorio clinico mas seguro, el desafio
sera primero realizar intervenciones efectivas que mejoren la
cultura de seguridad para poder implementar luego las estrate-
gias especificas y adecuadas.

Conflicto de intereses
Los autores declaran no tener ningun conflicto de intereses.
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Figura 4. Intervalo de confianza 95 % para el grado de seguridad del paciente, segln valoracién global por hospital y

segun puesto de trabajo.
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Resumen

Introduccién: los tumores de partes blandas representan el 6% de los canceres pedidtricos anuales, segln el Registro
Oncopediatrico Hospitalario Argentino. Para sarcoma de Ewing (SE) y rabdomiosarcoma (RMS] se describieron trans-
locaciones cromosémicas especificas, aplicadas a la clasificacién molecular, diagnéstico diferencial y/o pronéstico.
Objetivos: realizar la clasificacion molecular de casos con sospecha diagnéstica de SE y RMS y evaluar el impacto de
conservacion de biopsias sobre la integridad de dcidos nucleicos. Materiales y métodos: se enrolaron nifios meno-
res de 18 afios con sospecha de SE y RMS. Se estudiaron biopsias de tumor primario, algunas conservadas a -70°C
y otras embebidas en parafina (FFEP) y, ademas, aspirados de médula 6sea. Se extrajo el ARN con 1) Trizol y 2]
Recaver All Total Nucleic Acid Isolation. Se realizaron las técnicas de FISH (fluorescence in situ hybridization), RT-
PCR-secuenciacion para EWS-FLI1[t(11;22])(q24;q12) |/EWS-ERG[t(21;22)(q22;q12] ] en SE y PAX3-FOX01[t(2;13)
(q35;q14])]/PAX7-FOX01[t(1;13]) (p36;914)] en RMS. Resultados: Se incluyeron pacientes con SE (n=13] yRMS (n
=4].Se estudiaron 17 biopsias de tumor primario: 7 conservadas a-70°Cy 12 FFEP y 2 aspirados de médula 6sea. Se
detectd por FISH el rearreglo de EWRS1:9/13 SEy FOX01: 3/4 RMS. Se amplificé el gen PGK por RT-PCR y se obtuvo pos-
itivo en 8/12 biopsias FFEP y 7/7 muestras congeladas (5 biopsias y 2 aspirados medulares); se detect6 RT-PCR en
SEEWS-FLIZ en ?/8 muestras (2 tipo 1; 3 tipo 2; 1 tipo 4 y 1 translocacion EWS exdn ?/FLI1 exén 4). En RMS se detectd
FOX01-PAX3 en 1/3 y FOX01-PAX?, en 0/3. En RMS 1/3 se confirmd subtipo embrionario por RT-PCR, en discordancia
con FISH. En SE 2/2 se confirmd ausencia de infiltracién en médula ésea (M0). Conclusiones: la biopsia en fresco a
-80°C demostré mejor preservacion de ARN que la FFEP. La secuenciacién permitié identificar los puntos de ruptura y
en SE., detectar un rearreglo infrecuente. En RMS la discordancia plantea considerar valores de corte en FISH.
Palabras clave: sarcoma de Ewing, rabdomiosarcoma alveolar, FISH, fluorescence in situ hybridization, transcriptos
de fusién, RT-PCR, retrotranscripcién seguida de reaccién en cadena de la polimerasa.
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Introduction: In Argentina, soft tissue tumors represent about 6% of the annual pediatric cancer cases (Registro On-
copedidtrico Hospitalario Argentino). Chromosomal translocations described for Ewing’s sarcoma (ES) and rhabdo-
myosarcoma (RMS] can be applied to molecular classification and differential diagnosis and/or prognosis. Aims: To
confirm diagnosis of pediatric ES and RMS by means of molecular classification and to evaluate the impact of the
biopsy preservation procedure on the integrity of nucleic acids. Materials and methods: Children younger than 18
years with ES (n=13) and RMS (n=4] were enrolled. Seventeen primary tumor biopsies [ (7 stored at —70° C and 12
formalin-fixed paraffin-embedded (FFEP]] and two bone marrow aspirates were studied. RNA was isolated by Trizol
or RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation. EWS-FLI1[t(11;22) (gq24;912) ]/EWS-ERG[t(21;22) (922;912)] in ES and
PAX3-FOX01[t(2;13) (q35;q14)]/PAX?-FOX01[t(1;13) (p36;q914])] in RMS were assessed by fluorescent in situ hy-
bridization (FISH) and RT-PCR followed by sequencing. Results: The rearrangement of EWRS1 was detected by FISHin
9/13 ES, whereas that of FOX01 was detected in 3/4 RMS. PGK amplification by RT-PCR was positive in 8/12 FFEP and
7/? frozen samples (five biopsies and two bone marrow aspirates). In ES, EWS-FLI1 was detected by RT-PCR in 7/8
samples (two type 1, three type 2, one type 4 and one EWS exon ?/FLI1 exon 4 translocation). In RMS, FOX01-PAX3
was present in 1/3 and FOX01-PAX7 in 0/3 samples. One RMS was diagnosed as embryonic subtype by RT-PCR, but
FISH failed to accurately classify the case. In 2/2 samples, the absence of BM infiltration was confirmed. Conclusions:
RNA integrity was better conserved in frozen than in FFEP biopsies. Fusion transcripts allowed identifying the break-
points and, in ES cases, an uncommon rearrangement was detected. The mismatch in RMS led to reconsider the FISH
cut-off value.

Keywords: Ewing “s sarcoma, alveolar rhabdomyosarcoma, in situ hybridization fluorescence, fusion transcripts, re-
verse transcriptase polymerase chain reaction
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Introduccién

La patologia oncolégica es poco frecuente en la edad
pediatrica, sin embargo, es la primera causa de muerte por en-
fermedad en el grupo etario de 5 a 15 afios, por lo cual el desar-
rollo de estrategias diagndsticas y abordajes terapéuticos de
gran especificidad son una necesidad. Segun el Registro Onco-
pedidtrico Hospitalario Argentino (ROHA), cada afio, alrededor
de 1322 nifos son diagnosticados con cancer, con una tasa de
incidencia anual de alrededor de 130 casos por millén de nifios
menores de 15 afios. Los diagnésticos mas frecuentes son:
leucemias (37 %), tumores del Sistema Nervioso Central (SNC],
intraespinales (19 %) y linfomas (12 %), seguidos por tumores
de partes blandas (6 %; dentro de este grupo, un 48 % corre-
sponde a rabdomiosarcomas -RMS-], neuroblastomas (5,7 %),
tumores renales (4,8 %) y 6seos (4,7 %; dentro de este grupo, el
sarcoma de Ewing (SE) corresponde al 33 %). Del total de nifios
incluidos en el ROHA, el 74 % fueron registrados por hospitales
publicos, 16 %, por centros privados y 10 %, por otras fuentes
(registros poblacionales, servicio de patologia, certificados
de defuncién, etc.). El Hospital de Nifos Dr. Ricardo Gutiérrez
como reflejo de estos datos y como centro de referencia recibe
la demanda de atencién y de diagnéstico de gran parte de los
casos derivados.*

El SE se presenta como un tumor 6seo, en el 80 % de los ca-
sos (con mayor incidencia en pelvis, fémur, tibia y costillas), o
de partes blandas, en el 10 a 20 % de las ocasiones (predomi-
nantemente en pared toracica, gluteos, cavidades pleurales y
musculos cervicales), que afecta principalmente a nifios, ado-
lescentes y adultos jévenes con una incidencia de 1,5 casos
por millén a nivel global.? EI 85 % de los SE clasicos presentan
una translocacion recurrente t(11;22] (q24;q12), la cual oca-
siona la fusién del gen EWSR1 con el gen FLI1. EI EWSR1 codi-
ficauna proteina de unidn aARNinvolucrada en la transcripcion
del ADN y FLI1 es miembro de una gran familia de factores de
transcripcién de ADN que contiene dominios de ETS altamente
conservados. Sin embargo, la variabilidad en la ubicacién del
punto de ruptura lleva la transcripcién de ARNs de fusion di-
versos que se traducen en proteinas quiméricas de diferente
tamafio y con actividad anémala. En la mayoria de los casos,
el rearreglo cromosémico se presenta entre los intrones 7 u 8
delgen EWSR1 ylosintrones 504 del gen FLI1, lo cual origina la
fusién entre el exén 7 del gen EWSR1 con el exén 6 del gen FLI1
(transcripto de fusion tipo 1: 50 % de los casos) o con el exén 5
delgen FLI1 (transcripto de fusion tipo 2: 27 % de los casos). En
la mayoria de los casos restantes no tipo 1/ no tipo 2, la porcién
EWSR1 del transcripto se extiende hasta el exén 10. Ocasion-
almente, se pueden observar isoformas de fusién mas cortas
que carecen de los exones 6, 7 y 8 de FLI1.3%

Los genes de fusién generan la transcripcién de factores
quiméricos aberrantes que alteran la expresién génica. EWSR1
proporciona un poderoso dominio de activacion, que resulta
en la alteracién de vias de sefalizacion moleculares necesar-
ias para la proliferacion y diferenciacién celular.” La oncopro-
teina EWSR1-FLI1 funciona como un factor de transcripcién
aberrante, sin embargo, alrededor del 10 % de los SE muestran

translocaciones analogas y genes de fusién que involucran al
gen EWSR1 y a un miembro de la familia de factores de tran-
scripcién ETS.

Por otra parte, el RMS es el sarcoma de partes blandas mas
frecuente. Representa el 5 % de todos los canceres pediatricos
y es el tercer tumor sélido extracraneal mas frecuente luego
del neuroblastoma y el tumor de Wilms®. El rabdomiosarcoma
alveolar (RMSA] y el embrionario (RMSE) constituyen los dos
principales subtipos histopatolégicos. EI RMSE es un tumor de
nifos pequefios, con una distribucién principalmente axial y se
presenta en sitios desprovistos de musculo esquelético madu-
ro. EIRMSA se presenta cominmente en tejidos blandos de las
extremidades. A pesar de estos perfiles tan diferentes, existen
casos complejos de RMSE y RMSA que se superponen tanto
clinica como morfolégicamente.” Estos datos evidencian que la
evaluacion morfoldgica resulta insuficiente para el diagndstico
diferencial de ambas entidades y su correcta clasificacion es
indispensable para la asignacién de riesgo y para seleccionar el
régimen terapéutico apropiado, ya que cada uno de ellos tiene
un protocolo de quimioterapia diferente. La identificacion de
las translocaciones recurrentes t (2;13) (935;914) y t(1;13)
(p36;q14) y sus transcriptos de fusion asociados entre los
genes PAX3-FOX01 y PAX7-FOX01 se observa en el 80 % de los
casos de RMSA: en general, PAX3-FOX01 se halla en el 60 % de
los casos y PAX7-FOX01, en el 20 % restante.®? Se ha demostra-
do que el status de fusién PAX-FOX01 es un marcador de peor
prondstico de sobrevida libre de eventos (SLE).10:2

Lamayoria de los sarcomas se tratan aiin segin estandares
tradicionales®3; no obstante, los marcadores moleculares vin-
culados a su patogénesis han allanado el camino para un diag-
néstico mas preciso, ademas de proporcionar la oportunidad
de explorar otras estrategias terapéuticas.”

La identificacién de estos marcadores moleculares en la
practica clinica se basa sobre dos técnicas, principalmente: la
Hibridacion In Situ Fluorescente (FISH) y la reaccion en Cadena
de la Polimerasa a partir de retrotranscripcion (RT-PCR]; ambas
se complementan y constituyen importantes herramientas
que permiten definir con precision las lineas de diferenciacién
tumoral.1#16

Los objetivos de este estudio fueron detectar las alteracio-
nes moleculares en SE y RMS mediante la complementacion
de dos técnicas: FISH con sondas especificas para detectar al-
teraciones cromosémicas y RT-PCR seguida de secuenciacién
para laidentificacién de transcriptos de fusién originados a par-
tir de translocaciones génicas, y, ademas, evaluar el impacto
de la conservacién de biopsias sobre la integridad de los acidos
nucleicos.

Materiales y Métodos
Poblacién y muestras en estudio

Se realizé un estudio observacional analitico, de corte trans-
versal. Los criterios de inclusién fueron: la sospecha o diagnéstico
confirmado de SE o RMS; edad menor a 18 afios y que el paciente
no hubiera ya recibido tratamiento previo con radio y/o quimiote-
rapia. Se enrolaron en este estudio sélo aquellos individuos que
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Tabla I. Cebadores utilizados para la caracterizacién de los transcriptos de fusién.

Tamafo

Tipo tumor Translocacién Fusién Secuencia cebadores (5°-3 )
frag. (pb)
tipo 1: 154 EWS-F TCCTACAGCCAAGCTCCAAGTC
tipo 2: 220
tipo 3: 406 FLI1-R GGCCGTTGCTCTGTATTCTTACTGAT
tipo 4:472
t(11;22)(q24;q12) EWSR1/FLI1 :
S tipo 1: 368 EWS-F TCCTACAGCCAAGCTCCAAGTC
tipo 2: 434
tipo 3:620 FLI1B-R GTTGGGCTTGCTTTTCCGCTC
tipo 4: 686
variable segin EWS-F TCCTACAGCCAAGCTCCAAGTC
t(21:22)(q22912) EWSR1/ERG puntos de ruptura ERG-R GAGAAGGCATATGGCTGGTGG
PAX3 AGCTATACAGACAGCTTTGT
t(213)(q35q14) PAX3- FOX01 1e3 FOXO1 CTCTGGATTGAGCATCCACC
RSMA PAX? GCTTCTCCAGCTACTCTGAC
t(1:13) (p36:914) PAX?-FOX01 163 FOXO01 CTCTGGATTGAGCATCCACC
PCR anidada PAX3/7-FOX01 146/136 Foxo1

semi TCCAGTTCCTTCATTCT

» SE, Sarcoma de Ewing; RMSA, rabdomiosarcoma alveolar; EWSR1, proteina de unién a ARN involucrada en la transcripcién del ADN; FLI1, factor de trans-
cripcion de laintegracion de leucemia 1; ERG, gen relacionado con ETS; FOX01, Forkhead box protein 01; PAX3/7, Paired box 3/7; (pb) pares de base.

]
Tabla Il. Casos de Sarcoma de Ewing estudiados.

Material FISH Estudio molecular Diagnéstico
PGK Transcripto de fusién
P EWSR1 POS (60 %) NEG No se realiza SE
EWSR1 POS (50 %) NEG No se realiza SE
F EWSR1 POS POS EWS-FLI1 tipo 2 SE
P EWSR1 POS POS EWS-FLI1 tipo 1 SE
P EWSR1 POS (25 %) POS EWS-FLI1 tipo 1 SE
F EWSR1 POS (80 %) POS EWS-FLI1 (ex?/ex4) SE
PAMO No se realiza POS NEG Sininfiltrado tumoral (SE)
F EWSR1 POS (80 %) POS EWS-FLI1 tipo 4 SE
PAMO No se realiza POS NEG Sininfiltrado tumoral (SE)
P EWSR1 POS (90 %) POS EWS-FLI1 tipo 2 SE
F EWSR1 POS POS EWS-FLI1 tipo 2 SE
P EWSR1 NEG PQS NEG No SE
P EWSR1 NEG POS NEG No SE
P EWSR1 NEG POS NEG No SE
P EWSR1 NEG NEG No se realiza No SE

» P, tejido fijado en formol e incluido en parafina; F, tejido en fresco conservado a -70°C; PAMO, médula 6sea; NEG, negativo; POS, positivo; PGK: fosfoglice-

rato quinasa; SE, Sarcoma de Ewing.
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Tabla lll. Casos de rabdomiosarcoma estudiados.

Material FISH Estudio molecular Diagnéstico
PGK Transcripto de fusién
P FOX01 POS POS FOX01-PAX3 RMS alveolar
F FOX01 POS POS NEG RMS embrionario
FOX01 POS . .
P o - POS NEG RMS embrionario
(30 %) amplificacion de la sefal
FOX01 POS .
P NEG No se realiza RMS alveolar
(30%)

» P, tejido fijado en formol e incluido en parafina; F, tejido en fresco conservado a -70°C; NEG, negativo; POS, positivo; RMS, rabdomiosarcoma.

presentaron un consentimiento informado o asentimiento, segin
la edad, siguiendo las recomendaciones del Comité de Eticaen In-
vestigacion del Hospital de Nifos Ricardo Gutiérrez.

Se incluyeron en el estudio nifios con sospecha clinica y/o
histopatolégica de SE y RMS. Se estudiaron biopsias de tumor
primario: en fresco conservadas en Trizol/® a -70°C y biopsias
fijadas en formol-buffer y embebidas en parafina (FFEP).
Ademas, se incluyeron punciones-aspiraciones de médula
6sea [PAMO] de pacientes diagnosticados con SE y con sospe-
cha de infiltracién de células neoplasicas en médula 6sea, que
se conservaron en Trizol® a -70°C. Estas muestras de PAMO se
procesaron solo para estudios moleculares, pero no citomo-
leculares, con el objetivo de descartar la infiltracién tumoral en
lamédula dsea (Tablas Il y lll].

FISH (Fluorescence in situ Hybridization)

El rearreglo de los genes EWSR1 [OTS EWSR1 (22q12)] y
FOX01 [OTS FOX01 (13q14)] se detectd con sondas de disefio
break apart doble color (LIVE-LEXEL in Vitro Experience). Se
desparafinaron los cortes de biopsias fijadas en formol e inclu-
idas en parafina conxilol 100 % y se rehidrataron con etanol en
concentraciones decrecientes. Se procedid segun lo descrito
previamente en el trabajo de Colli y colaboradores.’

Para el analisis, se considerd como positivo cuando al me-
nos un 20 % de los nlcleos tumorales mostraron sefales sepa-
radas por una distancia equivalente de, al menos, el didmetro
de 1a2senales.

Andlisis de transcriptos de fusién

Se realizé el aislamiento de ARN a partir de biopsias en fres-
co y biopsias incluidas en parafina. En el caso de las biopsias
en fresco, el ARN total se extrajo con Trizol® (Invitrogen), segdn
instrucciones del fabricante. En el caso de muestras fijadas
en formol y embebidas en parafina, se extrajo el ARN con el kit
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE [Ambion]),
especifico para parafinas. Se procedié segun las instrucciones
del fabricante, con la Unica salvedad de que se eluyé en 20 uL
para favorecer la concentracion del ARN extraido.

La cuantificacion del ARN presente en las muestras se real-
iz6 determinando la absorbancia a 260 nm en el equipo Nano-
drop One (Thermo Scientific), a partir de 1 pl de la muestra. Se
registr6, ademas, la absorbancia a 280 y 230 nm para calcular

los indices de pureza del 4cido nucleico extraido (A260/A280 y
A260/230), considerandose adecuados valores entre 1,8 ye.

A partir del ARN, se realizé la reaccidn de retrotranscripcion
(RT). Se utilizaron cebadores random hexameros y la enzima
transcriptasa reversa Superscript Il (Invitrogen). EI ARN extrai-
do se desnaturalizé durante 5 minutos a 70°C en presencia de
los hexameros y la mezcla de reaccién se incubd a 37°C duran-
te 90 minutos con buffer de reaccién (MgCl], inhibidores de
RNAsa y la retrotranscriptasa. Finalmente, la mezcla se incubé
5minutos a95°Cy se guardé a-20°C.

Se verificd en todas las muestras la integridad del ARN ex-
traido mediante la retrotranscripcién y la amplificacion del gen
de la fosfoglicerato quinasa (PGK], que se expresa en forma
ubicua en las células, con los cebadores PGKfwd (5'CAGTTTG-
GAGCTCCTGGAAG3') /PGKrev [5TGCAAATCCAGGGTGCAGTG3) yse
obtuvo un producto de amplificacién de 247 pb. Siel ARN de PGK
se encuentra intacto, se asume que se pueden detectar igual-
mente los transcriptos de fusién. Ademas, la amplificacién por
RT-PCR de PGK permiti6 verificar que la misma correspondiera a
ARN y no a ADN contaminante, que da un producto de 600 pb.*®

A partir del ADNc total, se amplificaron por PCR con ceba-
dores especificos los fragmentos correspondientes a los diver-
sos transcriptos de fusion, segin se detalla en latablal. Enla
figura 1, se ilustra la puesta a punto de la estrategia de detec-
cién de los transcriptos de fusién para SE utilizando la linea ce-
lular TC71, que contiene la translocacion EWS-FLI1 tipo 1 (exdn
7 de EWS con exdn 6 de FLI1).

En particular, para aumentar la sensibilidad y especificidad,
se aplicé una estrategia de RT-PCR anidada para la deteccién de
transcriptos de fusion PAX3/7-FOX01. Todos los productos de
PCR se separaron en un gel de agarosa 2 % tefiido con bromuro
de etidio.

Los productos obtenidos se purificaron con el reactivo QIAEX
Il Agarose Gel Extraction Protocol (QIAGEN). Luego, se secuen-
ciaron de manera automatizada utilizando el reactivo com-
ercial ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (Applied Biosystems, USA] en un equipo Applied
Biosystems 3500, segun instrucciones del fabricante. Se se-
cuenciaron ambas hebras, forward y reverse, utilizando los
mismos cebadores usados para la amplificacion inicial (Tabla
). Las secuencias obtenidas se analizaron utilizando el soft-
ware Bio&dit y bases de datos de referencia (Ensembl, Gen-
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Bank NCBI). También se utilizé el programa Basic Local Align-
ment Search Tool (BLAST] disponible en el NCBI (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 1

Resultados

En el estudio se incluyeron 13 nifios con sospecha de SE y
4 con sospecha de RMS. En total se trabajo sobre 17 biopsias
de tumor primario, de las cuales ¢ fueron conservadas a -70°C
y 12 FFEP. Ademas, se incluyeron 2 aspirados de médula dsea.

Deteccion de rearreglos génicos por FISH

Mediante la técnica de FISH se ensayaron 13 biopsias de
tumores con sospecha de SE y se detect6 el rearreglo del gen
EWRS1 solo en 9 (Figura 2a). De todos los casos con rearreglo,
dos mostraron patrones diferentes, a saber: uno presenté el re-
arreglo con un patrén de sefales atipicas y el otro, monosomia
del gen EWSR1 en un 10 % de los nicleos evaluados (Tabla Il).
Las PAMO no se estudiaron con esta metodologia.

Respecto de los casos con sospecha diagnéstica de RMS, a
partir de los estudios morfolégicos de la biopsia, se evidencié
el rearreglo del gen FOX01 en 3/4 biopsias estudiadas, como lo
muestra la tabla Il (Figura 2b).

Detecci6n de transcriptos de fusion por RT-PCR

Como se resume en las tablas Il y lll, se extrajo ARN de buena
calidad para estudios moleculares, segln la determinacién del
gen control PGK en 8/12 (67 %) de las biopsias fijadas en formol
y embebidas en parafina. Con respecto a las muestras conser-
vadas a-70°C, en las 7 (100 %) muestras ensayadas el ARN ex-
traido fue apto para el estudio molecular por RT-PCR. De estas, 5
correspondian a biopsias de tumores primarios y 2, a PAMO de
pacientes con SE y con sospecha de infiltracién de células neo-
plasicas en médula ésea.

Para SE se detect6 por RT-PCR el transcripto de fusién EWS-
FLI1 en ?/13 tumores (54 %), de los cuales 2/7 correspondieron
al rearreglo tipo 1 (EWS exdn 7 con FLI1 exdn 6); 3/7, al tipo 2
(EWS exdn 7 con FLIT exdn 5); 1/7 al tipo 4 (EWS exdn 10 con
FLI1 exdn 5) y 1/7, a una translocacion inusual que involucra al
exon 7 del gen EWS conelexén 4 del gen FLI1. Enlafigura 3 seil-
ustra a modo de ejemplo un electroferograma que muestra esta
translocacién. Ningln caso present6 translocacidn EWS-ERG.
Por otra parte, en las dos muestras de PAMO se confirmé mo-
lecularmente la ausencia de infiltracidn neoplasica observada
por histopatologia. Cuando se analizaron los casos de RMS, 1/4
resultd no evaluable por técnicas moleculares, ya que la ampli-
ficacién del gen control, PGK, fue negativa. Con respecto a los 3
casos evaluables, en 1/3 se detectd por RT-PCR el transcripto de
fusién de los genes FOX01-PAX3, que asi confirmd el diagnéstico
de RMSA. En otro caso, se confirmé el diagndstico de RMS embi-
onario por ausencia de la translocacién con ambos métodos, RT-
PCR y FISH negativos (fusién negativa). Por Ultimo, se observd
un resultado discordante en un caso con RT-PCR negativa que
por FISH evidenci6 el rearreglo de FOX01; en consecuencia, este
caso se asumié como RMSE (fusion negativa). Ninguno de los
casos estudiados (0/3) evidencid la translocacion FOX01-PAX?.

Discusion

Los tumores de la familia de SE y los RMS forman parte del
6% de los casos de cancer anuales en nifios menores de 15
anos, segun el Registro Oncopediatrico Hospitalario Argentino.
La complementacién entre diferentes técnicas diagnésticas
representa la base de los sistemas de clasificacién actuales
para estos tumores e incluye entre sus criterios los aspectos
clinicos, morfolégicos, inmunofenotipicos y genéticos para
lograr finalmente un diagndstico de certeza.?®

Los datos aqui presentados son el resultado de la primera
experiencia enla deteccién de mutaciones o alteraciones gené-
ticas en tumores de partes blandas en la poblacién pediatrica
que asiste al hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez.

En este estudio se realizaron los diagnésticos mediante dos
técnicas: FISH y RT-PCR-secuenciacién, sin embargo, no siem-
pre todos los resultados fueron coincidentes. En particular en
los tumores de Ewing de esta serie, el abordaje realizado medi-
ante latécnica de FISH nos permitié identificar la translocacién
del gen EWSR1, inclusive en un caso en el que solo un 25 % de
nucleos lo presentaba, porcentaje muy cercano al valor de corte
por bibliografia. Esta observacién fue corroborada por RT-PCR-
secuenciacién mediante la cual se caracterizé el transcripto
de fusién EWS-FLI1,lo que pone en evidencia la utilidad de esta
técnica molecular para confirmar el diagndéstico, en especial
en aquellos casos con valor cercano al corte. Por otra parte, en
un caso con diagndstico morfolégico de RMS, se encontrd una
discrepancia entre FISH y RT-PCR similar a lo descripto por Qian
X.y colaboradores.?! Mediante la técnica de FISH se evidencié
el rearreglo de FOX01 en un 25% de los nucleos, pero el ensayo
de RT-PCR resulté negativo para ambos transcriptos de fusién
PAX3-FOX01 y PAX7-FOX01. La discordancia observada llevé
a establecer un diagnéstico final de rabdomiosarcoma embri-
onario debido a la ausencia del transcripto de fusién. Este re-
sultado discordante plantea diversas situaciones: por un lado,
se pueden reconsiderar los valores de corte para la técnica de
FISH con respecto al gen FOXO01. Por otro lado, dado que se par-
tié de una biopsia incluida en parafina, existe la posibilidad de
que el ARN se haya estado parcialmente degradado y esto llevé
a una disminucidn de la sensibilidad de la técnica. Al respecto,
esimportante tener en cuenta que lareaccién de control parael
ARN amplificable utilizé como blanco el transcripto del gen PGK,
correspondiente a una enzima que se expresa a niveles signifi-
cativamente mas altos que los transcriptos de fusién FOXO1.
Esto plantea la posibilidad a futuro de incluir genes reporteros
con diferente nivel de expresién del transcripto, segin el tran-
scripto de fusion que se quiera diagnosticar.

Por otra parte, es importante sefalar que la forma de con-
servacién de la muestra ensayada puede condicionar el resul-
tado obtenido y por ello se debe considerar la calidad de biop-
sias conservadas en fresco a -70°C vs. FFPE. Se demostré que
el ARN obtenido a partir de las biopsias preservadas a -70°C fue
de mejor calidad que el de las fijadas en formol e incluidas en
parafina en cuanto a la integridad de los dcidos nucleicos. Esto
se vio reflejado en la amplificacién del gen control PGK; elegido
especialmente para este tipo de biopsias, ya que en todos los
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Figura 1. Gel de agarosa 2 % revelado con GelGreen.
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100 pb

» PM, marcador de peso molecular 100pb; Ay B, Linea celular TC? 1, las cuales presentan el rearreglo EWS-FLI1 tipo 1 (exdn 7 de EWS con exén 6 de FLIL);

CP, control positivo; CN, control negativo; H20, agua.

casos en que partimos de material en fresco, se recuperd ARN
de calidad, mientras que el ARN recuperado a partir de parafinas
fue apto en un 66 %. Otro inconveniente que se puede presen-
tar al ensayar biopsias fijadas es la imposibilidad de detectar
transcriptos de fusién de mayor longitud, tal como lo describen
Bridge y col.? en su trabajo sobre SE, en aquellas biopsias en
las cuales los diversos puntos de translocacion del exén EWS-
FLI1 pueden producir transcriptos de fusién muy extensos
(mayores a 650 pb), dependiendo del sistema de cebadores
utilizados, que no se amplifiquen de manera eficiente a partir
de tejido fijado y embebido en parafina.

Las dos técnicas aqui utilizadas, FISH y RT-PCR-secuen-
ciacion, presentaron ventajas y desventajas diagndsticas. Los
ensayos citomoleculares permiten detectar los rearreglos con
una sola sonda para un gen especifico (por ejemplo, EWRS!
0 FOX01) sin la necesidad de conocer el segundo gen de la
fusion, lo cual representa una ventaja, dado que permite de-
tectar una alteracién genética sin necesidad de conocer el gen
con el cual se translocé, pero su sensibilidad es menor que la de
las técnicas moleculares. Por su parte, los ensayos de RT-PCR
son mas sensibles, pero dado que es necesario conocer ambos
genes que participan de la fusién, hay que disefiar una estrate-

gia especifica para cada punto de ruptura. Esto podria ser un
inconveniente, por ejemplo, para el SE, donde el gen EWS puede
translocarse con numerosos genes candidatos. Por lo tanto,
se evidencia la importancia de contar con ambas técnicas
complementarias en estos casos para arribar al diagnéstico
de certeza y asi dirigir los tratamientos de manera 6ptima. Los
casos de SE confirmados fueron incluidos en el protocolo de
tratamiento especifico Euro EWING 2012.2% En los casos con di-
agnostico de RMS, los estudios moleculares nos permitieron re-
alizar su clasificacion molecular paraincluir a los pacientes con
RMSA con fusidn de genes positivo en el grupo de alto riesgo e
incorporarlos a un régimen terapéutico mas intensivo. Cabe se-
fialar también laimportancia de secuenciar los genes de fusion
detectados, dado que esto permite la identificacién certera
de los puntos de ruptura de los genes implicados, ya seaen el
caso de los SE o de los RMS. La justificacién de la secuenciacién
surge del hecho de que, si bien se requiere de mayor eviden-
cia, la bibliografia sugiere que conocer el tipo de transcripto de
fusién generado podria brindarnos informacién de pronéstico
adicional; y este tipo de informacién solo esta disponible con
este método.?>?* En esta serie en particular, se detectd un re-
arreglo génico infrecuente en uno de los SE correspondiente a
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Figura 2: Microscopia de fluorescencia (100X].

» (a) Hibridacion in situ fluorescente (FISH, Fluorescent in situ hybridization) de un tumor correspondiente a un sarcoma de Ewing con sondas break
apart para el gen EWSR1, donde se observa la separacion de las sefiales en los nticleos neoplasicos; (b) FISH con sondas break apart donde se muestra
el gen FOXO01 rearreglado/translocado. Flechas blancas: separacién de la sefial fluorescente, que indica la presencia del rearreglo del gen contra el que

se dirigen las sondas.

Figura 3. Grafico de una secuencia de &cido desoxirribonucleico (ADN) obtenida por electroforesis capilar (electroferograma).

EWS exén 7 FLI1 exdn 4
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» Secuenciacién del transcripto de fusién entre los genes EWSR1-FLI1 del exdn 7 con el exén 4, respectivamente, en un caso de SE.

la unién del exén 7 del gen EWS con el exdn 4 del gen FLIT.

En lo referente al SE, otros autores han descripto que el
trascripto EWS-FLI1 tipo 1 fue el que se detect6 en la mayoria
de los casos®#28, sin embargo, en la pequefia serie estudiada,
auln no se ha observado esa distribucién, por lo cual se propone
estudiar un mayor ndmero de casos para evaluar el transcripto
predominante en los casos de nuestro centro.

Como conclusién final, destacamos que la evaluacién con-
junta de los resultados mediante lacomplementacién de los es-
tudios moleculares y citomoleculares con los datos morfolégi-
cos e inmunchistoquimicos permitié arribar a los diagnésticos
definitivos de los casos estudiados y generd la oportunidad de
tratamiento adecuado en los casos prospectivos. Respecto de
los tumores que fueron analizados en forma retrospectiva, que
fueron oportunamente diagnosticados, su reevaluacién nos

brindé la posibilidad de revalidar las técnicas empleadas, asi

como de ampliar la informacién genética de la enfermedad y
correlacionar con la evolucidn de estos pacientes.
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Resumen

Introduccién: la rabdomidlisis es un sindrome clinico que resulta de la necrosis de las fibras musculares con
pasaje de sus componentes a la circulacion (creatinquinasa, mioglobina, aldolasa). Se define con niveles de
creatinquinasa (CK) mayores que 1000 UI/L o cinco veces superiores a su valor normal. Las complicaciones
tempranas incluyen disfuncién hepatica y arritmias, y las complicaciones tardias abarcan la coagulacién in-
travascular diseminada y la injuria renal aguda (IRA]. Objetivos: analizar cémo varian los valores de creatinqui-
nasa (CK], seguin la causa de la rabdomidlisis y evaluar a los pacientes que desarrollan injuria renal aguda (IRA)
en el contexto de los picos maximos de dicha enzima. Materiales y Métodos: se procesaron sueros de pacien-
tes atendidos en la guardia con sintomatologia compatible con rabdomidlisis. Se les determind creatinquinasa
(CK), urea y creatinina (equipo Abbott Architect c8000, 26440). Resultados: se analizaron 15 pacientes (46
% entre 25 y 35 afos), de los cuales la mayoria correspondia al género masculino (73 %). Las causas de rab-
domidlisis fueron, por orden decreciente de frecuencia: practica de spinning, politrauma, consumo de cocaina e
intoxicacion con estatinas. E1 46 % de los pacientes evoluciond con injuria renal aguda (IRA]. Conclusién: los pa-
cientes que desarrollaron injuria renal aguda (IRA) presentaron valores mas elevados de creatinquinasa (CK).
El grado de disfuncion renal se correlaciond con el valor total de creatinquinasa (CK] alcanzado.

Palabras clave: rabdomidlisis, injuria renal aguda, creatinquinasa, creatinina, spinning, politrauma, cocaina.
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Introduction: Rhabdomypolysis is a clinical syndrome that results from the necrosis of muscle fibers with pas-
sage of its components (creatine kinase (CK], myoglobin, aldolase] into the circulation. It is defined as CK
levels greater than 1000 IU/L or five times higher than the normal values. Early complications include liver
dysfunction and arrhythmias, whereas late complications include disseminated intravascular coagulation and
acute kidney injury. Objective: To analyze how CK values vary depending on the cause of rhabdomyolysis and
to evaluate how many of the patients analyzed develop acute kidney injury in the context of the maximum
peaks of this enzyme. Materials and Methods: Sera from fifteen patients (without manifestation of basic pa-
thology and/or previous history of disease] who attended the emergency room with compatible symptoms
were processed. CK, urea and creatinine were determined with the Abbott Architect c8000 26440 equipment.
The methods used for these determinations were NAC activated for CK, the urease/UV method for urea, and the
alkaline kinetic picrate method for creatinine. Results: The analysis of the data showed that 46% of the patients
studied were young people between 25 and 35 years old, and that 73% of them were male. The most frequent
cause of rhabdomyolysis was the practice of spinning, secondly polytrauma cases, and thirdly cocaine use and
statin poisoning. The results also showed that 46% of the patients developed acute kidney injury. Conclusion:
Patients who developed acute kidney injury presented higher values of CK, and the grade of renal dysfunction
was related to the total amount of CK reached.

Key Words: rhabdomyolysis, acute kidney injury, creatine kinase, creatinine, spinning, polytrauma, cocaine.
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Introduccién

La rabdomidlisis es, literalmente, la disolucién de la fibra
de musculo estriado. Este es un sindrome clinico caracter-
izado por la citdlisis y la necrosis de las fibras musculares
con pasaje de sus componentes a la circulacién (electro-
litos, creatinquinasa, mioglobina, aldolasa, lactato deshi-
drogenasa, alanino aminotransferasa, etc.)!. Se define con
una creatinquinasa (CK) mayor que 1000 UI/L o cinco veces
superior a su valor normal.

La CK es una enzima que se encuentra ampliamente dis-
tribuida en todos aquellos tejidos que tienen una gran de-
manda de energfa. Es especialmente abundante en el tejido
esquelético (20 %, del cual un 98 % es, en su forma, CK-M),
en el musculo cardiaco (20 - 30%, del cual 70 % es, en su
forma, CK-MM] y en tejido nervioso 5 % - 10%, del cual el
100 % es CK-BB)?.

La necrosis masiva se manifiesta como debilidad de las
extremidades, mialgias, edema y, cominmente, como pig-
menturia sin hematuria. Como hallazgos en la exploracién
médica y resultados de laboratorio encontramos hiperter-
mia, fiebre, leucocitosis, mioglobinuria, hipotensién, hipovo-
lemia, sepsis, hipokalemia®. Seglin detallan Jason Warren y
colaboradores, las anormalidades electroliticas que pueden
darse debido a la rabdomidlisis incluyen: hiperkalemia, hip-
erfosfatemia, hiperuricemia, acidosis metabdlica con incre-
mento de fraccién anion gap e hipermagnesemia, principal-
mente cuando la injuria renal ya se hizo presente®.

Dentro de las complicaciones tempranas, se incluyen
la disfuncion hepatica y arritmias, mientras que entre las
tardias se encuentran la coagulacion intravascular disemi-
nada ylainjuria renal aguda (IRA)* Esta dltima es la compli-
cacién potencial de la rabdomidlisis severa, sin importar si
es resultado de un traumatismo u otra causa, y el prondsti-
co es substancialmente peor, si se desarrolla’.

Entre los mecanismos expuestos en la patogénesis de
la rabdomidlisis, se halla la injuria sarcolémica directa o la
deplecién de ATP, que lleva a un incremento no regulado
del calcio intracelular. Los niveles continuadamente altos
de calcio ocasionan una contraccién persistente y una ac-
tivacion dependiente de calcio de las proteasas y lipasas in-
tracelulares, que resultan en la eventual destruccién de las
miofibrillas, el citoesqueleto y las proteinas de membrana,
seguida de la digestién lisosomal del contenido de las fibras.
Finalmente, se produce la rotura de la red miofibrilar con la
desintegracion del miocito!. La mioglobina sélo se libera en
el contexto de rabdomidlisis. Esta es una proteina de color
rojo oscuro de 17,8 kDa, que es filtrada libremente por el
glomérulo. Aparece en la orina cuando el rango entre 0,5 y
1,5 mg es excedido y se observa como una coloracién roja
amarronada (“orina color té”), cuando los niveles superan
los 100 mg/dI*. Posee actividad tipo peroxidasa debido a su
grupo Fe*2, con lo que su efecto téxico es directo debido a la
generacién de especies reactivas del oxigeno, que genera al
ser endocitada.

El estudio clinico realizado por Gburek y colegas demues-

tra que la captacién de mioglobina a nivel renal es mediada
por receptores endociticos tales como megalina y cubilina.
Estos mismos receptores de membrana juegan un papel
importante en la nefrotoxicidad como, por ejemplo, en el
caso de los antibidticos®. No obstante, la mioglobina tam-
bién contribuye de forma indirecta, puesto que causa ob-
struccién a nivel del asa de Henle y del tdbulo contorneado
distal luego de ser filtrada, precipitando junto a la proteina
de Tamm Horsfal.

Segun Xavier Bosch et al.l la IRA se desarrolla en varias
etapas, que llevan al dafio renal permanente como conse-
cuencia de un conjunto de mecanismos. En primer lugar, la
vasoconstriccién renal esta dada por la deplecién intravas-
cular debido al secuestro de fluido dentro del musculo da-
fiado, que promueve una activacién del sistema renina-an-
giotensina, vasopresina y el sistema nervioso simpatico. En
segundo lugar, mediadores renales como la endotelina-1, el
tromboxano-A2, el factor de necrosis tumoral , la trombo-
plastina, causan una disminucidn del flujo renal asociados a
un déficit de éxido nitrico, que causa vasodilatacién. Colec-
tivamente, estos mecanismos se unen al efecto oxidante y
la respuesta inflamatoria y culminan en el dafio renal visto
también en otras formas de injuria renal aguda.

El objetivo de este estudio fue analizar cémo varian los
valores de CK, dependiendo de la causa de rabdomidlisis y
del grupo etario, y evaluar cuantos pacientes desarrollaron
injuria renal aguda en el contexto de los picos maximos de
dicha enzima. Para ello, tomamos como base una de las
definiciones de injuria renal aguda utilizada en el articulo de
Peter K. Moore y cols.?, en donde, segun el consenso inter-
nacional, se pueden establecer tres clasificaciones o defini-
ciones de la misma (KDIGO, AKIN, RIFLE), las cuales se han
ido modificando a lo largo de los afios.

La utilizada en este estudio fue la propuesta por KDIGO
(Kidney Disease Improving Global Outcomes] que establece
el grado de afectacién renal sobre la base del aumento de
la creatinina sérica. Esta estipula tres estadios dentro de
la IRA. En el primer estadio, el valor de creatinina del paci-
ente debe ser entre 1,5y 1,9 veces mayor con respecto a
su valor de base y mantenerse por el lapso de siete dias o
incrementar su valor de base en 0,3 mg/dL, dentro de las 48
horas. El segundo estadio se caracteriza por un valor de cre-
atinina que seincrementa entre 2,0y 2,9 veces respecto de
su valor de base. En el tercer estadio, el valor de creatinina
es 3 veces mayor que su valor de base o bien, la creatinina
es mayor que 4 mg/dL, y/o se evidencia el requerimiento de
terapia de reemplazo renal®.

Materiales y métodos

Esteesunestudioretrospectivo, observacionaly descrip-
tivo, que se desarrollé entre junio de 2016 y mayo de 2019.
Se procesaron sueros de pacientes (sin manifestacion de
patologia de base y/o antecedentes de enfermedad previa)
que acudieron a la guardia de emergencias con sintoma-
tologia compatible, a los cuales se les realizaron determina-
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Tabla I. Valores de creatinina y creatinquinasa en pacientes de 27 a 37 afos.

Mujer Hombre Hombre Hombre Hombre Hombre Hombre
27 afos 29 afios 30 afios 37 afios 30 aflos 30 afios 33 afios
Spinning Crossfit Politrauma Cocaina Electrocucion Politrauma Spinning
CR CK CR CK CR CK CR CK CR CK CR CK CR CK
(mg%) (UIL)  (mg%) (UL)  (mg%) (UI/L) (mg%) (uL)  (mg%)  (UI/L)  (mg%)  (UI/L) (mg%) (uiL)
0,7 35600 1 10566 1,2 17016 0,8 36934 0,8 8613 1,2 19590 1,2 9663
0,7 20863 1 7758 1 16832 0,8 36700 0,8 8591 1,2 18270 0,9 6431
0,6 20142 1 4155 1 14861 0,8 13543 0,8 6597 1,1 17250 0,9 5177
0,6 20052 1 1425 0,9 14848 0,8 4686 0,8 3937 1,1 15698 0,8 5045
0,6 14900 1 499 0,9 13582 0,8 368 1,1 15480 0,8 3100
0,6 3158 0,9 70 0,8 10609 1,1 14370 0,8 1983

0,8 7194 1 14321 0,8 1070

0,7 5041 1 10030

0,7 3939 09 6381

0,7 3161 0,9 5495

0,7 2973 0,9 3236

0,7 2129 0,9 2487

0,7 1944 0,9 2249

0,7 1797 0,9 2126

0,7 9r? 0,9 1905

0,7 942 0,9 1733

0,7 212 0,8 1462

0,7 109 0,8 1093

0,7 84

0,6 7’6

0,6 57

0,6 50

0,6 49

» Cr: creatinina; CK: creatinquinasa; mg %: miligramospor ciento; Ul: unidades internacionales; L: litro.

ciones de creatinquinasa (CK), urea y creatinina. Se emple6
el equipoAbbott Architect c8000, 26440. Para dosaje de CK,
el método utilizado fue NAC activado; para la determinacion
de urea, el método fue ureasa/UV y para la creatinina, fue
picrato alcalino- cinético.

Muchos de los pacientes resultaron internados en Uni-
dad de Cuidados Criticos debido a la gravedad del caso,
mientras que otros permanecieron en Sala General o Guar-
dia de Emergencias con posterior seguimiento de forma
ambulatoria. Debido a esto, determinados pacientes, cuyo
cuadro revestia gravedad, permanecieron internados, por
lo que los controles se realizaron de forma diaria, mientras
que otros recibieron controles mas espaciados debido a la
menor gravedad del cuadro clinico. Las muestras de sangre
fueron tomadas por extraccionistas ,que remitian las mis-
mas en tubos BD Vacutainer para suero con gel separador

allaboratorio, donde se procesaban de manera inmediata.

Se consulté al Servicio de Cuidados Criticos del Sanatorio
de la Trinidad Mitre con el fin de recopilar informacién sobre
los antecedentes y la historia clinica, asi como la evolu-
cién y el tratamiento recibido por los pacientes internados
por rabdomidlisis. Dichos datos nos fueron indispensables
para poder confeccionar las tablas y graficas, asi como para
lograr establecer las relaciones entre elevacién de la CK y
los niveles de creatinina sérica.

No existen conflictos éticos en cuanto a la manipulacién
de datos, ya que los mismos fueron tratados por personal
de salud y médicos tratantes a cargo, quienes mantienen
el criterio de confidencialidad correspondiente a las leyes
nacionales.
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Tabla Il. Valores de creatinina y creatinquinasa en pacientes de 42 a 48 afios.

Hombre 45 afios Hombre 42 afios

Cocaina Crossfit

CREAT (mg%) CK (UIL) CREAT (mg%) CK (UIL)
7,8 136640 1 107250
7,6 64400 1 74000
6,9 57600 0,9 69740
6,7 55290 0,9 68440
6,6 28800 0,9 65000
6,5 11720 0,8 60100
6,4 7856 0,8 59540
6,3 5659 0,8 58480
6,3 4900 0,8 58413
6,2 3130 0,8 42513
6,2 1243 0,7 33509
6,2 1240 0,7 17957
6,1 1220 0,7 8235
6,1 826
59 811
5,7 395
56 390
5,5 381
53 210
51 175
5 116
4,5 115
3,1 95
31 ’3
3 70
2,9 41

Hombre 46 afos Mujer 48 afios

Spinning Isquemia intestinal aguda
CREAT (mg%) CK (UI/L) CREAT CK (UI/L)
(mg%)
4,6 121900 31 65778
4,5 102340 2,7 46285
4,3 90620 2,5 26004
4,3 54200 2,4 4972
4,1 41710 2 649
4,1 5162 2 603
3,9 4075 1,9 444
3,7 2735 1,6 416
3,5 2540 1,2 305
3,2 1548 0,9 81
2,9 1237 0,9 78
2,4 884 0,9 65
2,1 740
1,4 563

» Creat: creatinina; CK: creatinquinasa; mg %: miligramos por ciento; Ul: unidades internacionales; L: litro.

Resultados

Se analizaron los resultados de laboratorio (dosaje de
creatinina sérica, uremia y CK] obtenidos diariamente de
quince pacientes, durante su lapso de internacién en el
Sanatorio de la Trinidad Mitre, entre junio de 2016 y mayo
de 2019.

Con los datos obtenidos, se confeccionaron tres tablas
en las cuales se agrup6 a los pacientes segun rango etario,
tomando en cuenta que, por ejemplo, en el caso de los pa-
cientes mas jovenes (27 - 37 afios) y adultos jévenes (42
- 48 afos] se encuentran como causas mas comunes de
rabdomidlisis el consumo de cocaina y la practica de ejer-
cicio extremo; mientras que en los rangos etarios que com-

prenden adultos mayores (57 - 89 afios) , es muy comun
encontrarnos con que la causa mas frecuente de rabdom-
iélisis es el consumo de estatinas, TEC (traumatismo ence-
falocraneano] o incluso politrauma. En la tabla | se incluyen
pacientesde 27 - 37 afos; en latablall, pacientes de 42 - 48
afnos y en la tabla lll, pacientes de 57 - 89 afios.

Los datos plasmados en las tablas incluyen valores dia-
rios de CK, uremia y creatinemia para cada paciente. Los
valores de estas tres pruebas fueron ordenados de forma
decreciente, siguiendo el orden Iégico de la evolucién del
paciente. Es decir, al ingreso del paciente al servicio de te-
rapia intensiva nos encontramos con valores de creatinina,
uremia y CK muy elevados, que es lo que se observa en las
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Tabla lll. Valores de creatinina y creatinquinasa en pacientes de 57 a 89 afios.

Hombre 73 afios Mujer 89 afios

Mujer 57 afios Hombre 64 afios

Tecleve Int.oxicacién Mialgias Estatinas /alcohol
medicamentosa

CREAT (mg%) CK (UI/L) CREAT (mg%) CK (UI/L) CREAT (mg%) CK (UI/L) CREAT (mg%) CK (UI/L)
1,6 63180 1,1 3487 0,8 13698 50 45820
1,5 39655 0,9 3106 0,8 12695 4,7 43680
1,1 2709 0,8 2145 0,8 10541 4,7 20040
0,8 749 0,8 2060 0,8 5812 4,5 17220
0,8 954 0,8 4820 4,4 13470

0,8 362 0,7 4408 3,8 13150

0,7 239 0,6 3889 3,8 10862

0,6 3171 3,2 10680

2,5 7917

2,3 7650

2,1 7258

1,8 3703

1,3 1723

1,2 791

» Creat: creatinina; CK: creatinquinasa; mg %: miligramos por ciento; Ul: unidades internacionales; L: litro; TEC: Traumatismo encéfalo craneano.

primeras filas de las tablas. A medida que vamos descendi-
endo en las filas vemos el estadio de mejora del paciente y,
en algunos casos, de resolucién de la enfermedad, segun el
avance del tratamiento recibido tras los dias de internacién.
Acorde con ello, vemos al final de las tablas los valores ya
restaurados a su valor de base para cada paciente con los
cuales han sido dado de alta.

Se dividié a los pacientes en tres grupos, segln rango
etario, y se analizaron las distintas causas de rabdomidlisis,
como se observa en las tablas |, [l y Ill. E1 46 % correspondia
a jovenes de entre 27 y 37 afos, el 27 %, a pacientes entre
42 y 48 afios, y el 27 % restante, a pacientes de entre 57 y
89 afios. El 73 % de los afectados son individuos de género
masculino. Tras analizar a los 15 pacientes, la causa mas
frecuente de rabdomidlisis resultd ser la practica de spin-
ning (33 %); en segundo lugar, los casos de politrauma (20
%); y el consumo de cocaina (13 %) y la intoxicacién con es-
tatinas (13 %), en tercer lugar.

De los quince pacientes analizados, siete de ellos (46
%) evolucionaron con IRA. Solo tres de ellos (20 % de la po-
blacién estudiada], alcanzaron el tercer estadio de esta,
superando valores de creatinina de 4 mg/dL, y requiriendo
terapia de reemplazo renal, por lo que fueron internados en
Unidad de Cuidados Criticos.

Las causas que registraron los valores de CK y creatinina
mas elevados fueron el consumo de cocaina y la practica de
spininng.

Discusion

Como dato curioso a destacar, sobresale el citado por
Giuseppe Lippi y colegas. En su trabajo hace alusion a que,
histéricamente, los primeros casos de rabdomidlisis se re-
lataron en atletas y personal militar, pero ahora se acepta
universalmente que esta enfermedad, probablemente in-
cluya y afecte a todo aquel que no esté acostumbrado a re-
alizar ejercicio, especialmente a las personas que no estan
previamente entrenadas®.

Con base en lo detallado previamente, podemos establ-
ecer que el rango etario en donde mas frecuentemente se
desarrolla rabdomidlisis corresponde al grupo entre 27 y 33
anos, con un 46 % de los casos. Esto parece ser atribuible
a las actividades de riesgo que los pacientes realizan (con-
sumo de drogas recreativas o ejercicio desmesurado] y no,
a las comorbilidades que presentan, al ser una poblacién
joven.

Como analiza Alvarez-Cordoves, hay que tener en cuen-
ta que, en la actualidad, los nuevos patrones de consumo
implican a personas socialmente normalizadas, jévenes
y sanas, que recurren con poca frecuencia a los servicios
sanitarios, y, cuando lo hacen, es a través del médico de
familia. Por esto, la relacién médico - paciente debe fomen-
tarse y el médico debe tener formacion adecuada sobre
estos aspectos. Es importante también mejorar la relacion
con otros niveles asistenciales necesarios como centros de
salud mental y centros especificos para el tratamiento de
drogadependencias®.
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Figura 1. Variacion de creatinquinasa en funcién del tiempo.
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Si observamos los datos que aporta Laura Alconcher en
su articulo, el 24 % de los consumidores de cocaina en cu-
alquiera de sus formas habituales, inhalada, intravenosa o
fumada, pueden desarrollar rabdomidlisis. Y cabe destacar
como dato no menor, que los pacientes que tengan déficit
de pseudocolinesterasa tienen mayor riesgo de desarrollar
toxicidad y mostrar reacciones téxicas, incluso con bajas
dosis’.

Segun el informe de Mastrapasqua S y col. de la Revista
Argentina de Nefrologia delano 2018, el 5,3 % de la poblacién
(el 2,4 % de los varones y el 0,7% de las mujeres) consumic
cocaina alguna vez en su vida. La regidn patagonica parece
concentrar el mayor porcentaje de prevalencia,conun 9%y
la cifra es alin mayor entre el grupo de 25 - 34 afios con un
alarmante 14 %2.

Por otra parte, el género masculino se vio asociado a
mayor propension a evolucionar con rabdomidlisis, lo que
podria corresponderse con el hecho sociocultural del tipo de
actividades realizadas por los hombres, como ocurre en la
casuistica del politraumatismo. Segun refiere Veenstra J en
su trabajo, la preponderancia masculina solo puede ser ex-
plicada por una mayor exposicién a los factores de riesgo®.
Siguiendo el mismo lineamiento, se explicarian las causas
de rabdomidlisis, ya que la practica de spinning y el politrau-
matismo son las mas frecuentes.

Si analizamos otros estudios, vemos que la causa mas
frecuente de rabdomidlisis varia, como ocurre en el trabajo
de Veenstra J, en el cual concluye que la mas frecuente es
la isquemia a consecuencia de eventos vasculares, que

ocasiona a esos pacientes alta mortalidad. Como segun-
da causa mas comun aparecen las drogas de abuso y, en
ultimo lugar y menos frecuente, el abuso de alcohol en com-
binacién con hipofosfatemia e hipokalemia®.

Por otro lado, se evidencié que siete de los quince (46
%) pacientes desarrollaron IRA. Aqui se puede destacar que
el muisculo dafiado, ya sea por excesivo trabajo fisico, por
vasoconstriccién a causa de drogas de abuso, como es la
cocaina, o por politraumatismo, libera hacia la sangre circu-
lante el contenido proteico y enzimatico de sus células oca-
sionando el deterioro a nivel de los tubulos renales.

Similar es el resultado que hallaron Veenstra y sus cole-
gas en su estudio, en el cual la injuria renal aguda estuvo
presente en un 51 % de los pacientes estudiados y se rela-
cioné con aquellos que presentaron los valores de CK mas
elevados®.

Otro estudio que arroj6 conclusiones similares a las de
nuestro trabajo, es el de Giorgia Melli y col. en el cual el 46
% de los pacientes desarrollaron injuria renal aguda como
complicacion principal de la rabdomidlisis, porcentaje leve-
mente aumentado sobre el reportado en otros trabajos (15
-33 %), segun remarcala autoralf,

Como se menciond al comienzo, entre los agentes libera-
dos durante la rabdomidlisis se encuentra la tromboplas-
tina. La tromboplastina aumenta la posibilidad de coagu-
lacién intravascular diseminada, por lo tanto, las posibles
bases del tratamiento propuestas por Jesus Duarte y co-
laboradores son: en primer lugar, la reposicion intensiva
de liquidos; en segundo término, la correccién intensiva de
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Figura 2. Variacion de creatinina en funcidn del tiempo.
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alteraciones electroliticas y por ultimo, la vigilancia y trata-
miento tempranos de los problemas por coagulopatia®®.

Como segundo punto a destacar, se observé que valores
mas elevados de CK se correlacionan con una mayor posi-
bilidad de desarrollar rabdomidlisis y con un ascenso de la
creatinina sérica.

Dependiendo del estadio de injuria renal, de acuerdo con
la elevacion de creatinina sérica sera el tratamiento que se
reciba: en los casos mas leves, con hidratacién y reposo es
probable que el paciente recupere su funcién renal habitual
en el transcurso de los dias; en otros, serd necesaria la hi-
dratacién endovenosa o por via oral como fluidoterapia. Fi-
nalmente, en aquellos que alcancen el Gltimo estadio de la
enfermedad y cursen con injuria renal andrica, el tratamien-
to aplicable es el de terapia de reemplazo renal. Asi, vemos
en nuestro estudio que s6lo un 20 % (tres] de los pacientes
alcanzaron el Ultimo estadio y requirieron internacién en
Unidad de Cuidados Criticos. Este porcentaje obtenido es
muy similar al arrojado por el estudio de Pasquale Esposito
y colaboradores, donde concluyen que la injuria renal aguda
se desarrolla en un 10 % a 40 % de los pacientes con rab-
domidlisis severa, considerando a la mioglobina como cau-
sante principal de dafio al formar precipitados y contribuir
a la acumulacién de especies oxidativas a nivel del tubulo
proximal®?.

En nuestro caso particular, de esos quince pacientes
analizados, solo uno solo resulté muerto (6 %) y fue quien

presentd, como se observa en los datos expuestos en la
tablall, los valores de CK mas elevados y requiri6 terapia de
reemplazo renal. Lo expuesto estaria en concordancia con
lo registrado en trabajos como el de Giorgia Melli, en donde
se aclara que la rabdomidlisis conduce a la muerte en el 10
% de los casos'C.

Por dltimo, queda remarcar que, si bien la definicién de
rabdomidlisis esta basada sobre la elevacion de la CK, esta
solo es un parametro indirecto de la lesién muscular y las
consecuencias originadas por la mioglobina. Ademds, de
acuerdo con la elevacion de la primera se podra correlacio-
nar la probabilidad de injuria renal que el paciente podria
desarrollar.
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Resumen

Introduccién: las manifestaciones neurolégicas observadas durante la infeccién por virus de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH] estan directamente relacionadas con la accion del virus sobre el sistema nervioso central o el desarrollo de infec-
ciones oportunistas a consecuencia de la inmunodepresién. Objetivo: describir la prevalencia y tipo de manifestaciones
neuroldgicas y la asociacidn con el estado inmunoviroldgico en una poblacién pediatrica infectada con VIH. Materiales y
métodos: se analizaron historias clinicas de nifios VIH (+) seguidos en el Hospital de Nifios Dr. Pedro de Elizalde en los
dltimos 20 afios. Se evaluaron niveles de linfocitos TCD4+ (LT CD4+) y carga viral, al momento de aparicién de manifesta-
ciones neuroldgicas. Resultados: Del total de 487 historias clinicas analizadas, diecinueve pacientes presentaron altera-
ciones neurolégicas confirmadas (3,9%).. Doce pacientes (63 %) desarrollaron encefalopatia por VIH, mientras que tres
(15,8 %) presentaron infeccion por Cryptococcus neaformans. En cinco pacientes, la aparicion de signos neurol6gicos
fue el hallazgo clinico que llevd a la sospecha de infeccion por VIH. Diecisiete nifios (89 %) presentaron inmunosupresion
moderada o severa, segun la Clasificacién Pediatrica del Centro de Control y Prevencién de Enfermedades, al momento
de lamanifestacién neuroldgica. La falta de correcta adherencia al tratamiento antirretroviral fue la caracteristica comun
en todos los pacientes que presentaron diferentes tipos de manifestaciones neurolégicas. Conclusién: la encefalopatia
por VIH fue la alteracidn neurolégica con mayor prevalencia en la poblacién pediatrica estudiada. Su presencia, junto con
la de otras entidades con diferente grado de afectacién del sistema nervioso central, se asociaria a la deplecién de LT
CD4+yalafalta de adherencia al tratamiento antirretroviral.

Palabras clave: VIH, pediatria, trastornos neurolégicos, linfocitos T.
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Introduction. The neurological manifestations observed in human immunodeficiency virus (HIV]-infected patients are
directly related to the activity of the virus on the central nervous system [CNS] or to the development of opportunistic
infections as a result of immunosuppression. Objective. To describe the prevalence and type of neurological manifesta-
tions and the association with the immunological and virological status in a pediatric population infected with HIV. Mate-
rials and methods. Medical records of HIV-positive children followed at Dr. Pedro de Elizalde Children’s Hospital, Buenos
Aires, Argentina, during the last 20 years were analyzed. CD4 + T- lymphocyte levels and HIV viral load at the time of
appearance of neurological manifestations were evaluated. Results. Atotal of 487 medical records were analyzed. Nine-
teen (3.9 %) of the patients had neurological abnormalities, twelve (63 %) developed HIV encephalopathy, and three
(15.8 %) presented Cryptococcus neoformans infection. In five patients, the appearance of neurological signs was the
first clinical finding that led to the suspicion of HIV infection. At the time of neurological manifestation, seventeen children
(89 %) had moderate or severe immunosuppression, according to the Pediatric Classification of Center for Disease Con-
trol and Prevention. The common characteristic in all patients who presented different types of neurological manifesta-
tions was the lack of appropriate adherence to antiretroviral treatment. Conclusion. The neurological disorder with the
highest prevalence in the pediatric population studied was HIV encephalopathy. Its presence, together with other entities
with different degrees of CNS involvement, would be associated with CD4 + T cell depletion and deficient adherence to the
antiretroviral treatment.

Key words: HIV, pediatrics, neurological disorders, T lymphocytes
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Introduccién

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), primordial-
mente linfotrépico, se caracteriza ademas, por tener un alto
tropisto por el sistema nervioso central (SNC), al que puede
infectar provocando distinto tipo de alteraciones neurolégicas.
Los linfocitos, los monocitos y macréfagos son células diana
del VIH; debido a esto, en el SNC la microglia es el tejido mas
afectado, ya que sus células son portadoras del receptor CD4
y del correceptor CCRS, los cuales permiten que el virus pene-
tre enla célula. Esto lleva a que |a microglia secrete citoquinas
proinflamatorias que, a su vez, estimulan la sintesis de inter-
leuquinas y prostaglandinas, iniciandose asi una cascada de
reacciones de tipo inflamatorio.!>

La invasion prematura del SNC afecta el desarrollo cerebral
del feto y el nifio y resulta en la complicacién mas comun del
SNC asociada al virus, la encefalopatia por VIH (EVIH]. Este tér-
mino alude al compromiso primario del cerebro debido al propio
retrovirus, en ausencia de otras enfermedades o comorbilida-
des. La prevalencia de esta alteracién en nifios que no reciben
terapia antirretroviral ha sido reportada entre un 20 y un 60 %;
puede aparecer incluso antes de la inmunosupresién severa y
ser la primera manifestacion del sindrome de inmunodeficien-
cia adquirida (SIDA) .58

Las alteraciones neurolégicas causadas por el VIH en nifios
pueden ser primarias, directamente relacionadas con la accién
del VIH sobre el SNC, o bien, secundarias al desarrollo de infec-
ciones oportunistas, alteraciones metabdlicas relacionadas
con el VIH y efectos secundarios al tratamiento antirretroviral
(TARV).

Sibien el tratamiento ha permitido reducir las secuelas de |a
infeccion sobre el SNC, ain no hay un criterio establecido para
definir el momento de inicio o implementacién en la poblacién
pediatrica. Esto ubica en un lugar de riesgo a los nifios no trata-
dos o con mala adherencia al tratamiento, particularmente en
relacién a las secuelas en el SNC.%10

Como las manifestaciones neuroldgicas en el contexto de
la infeccién pediatrica por VIH no se encuentran lo suficiente-
mente estudiadas, nuestro objetivo fue describir la prevalencia
y el tipo de manifestaciones neurolégicas que presentaron los
pacientes pediatricos infectados por VIH atendidos en el Hos-
pital General de Nifios Pedro de Elizalde. Asimismo, se traté de
asociar la presencia de tales alteraciones con el estatus inmu-
nolégico medido a través de los niveles de linfocitos TCD4+ (LT
CD4+) yla adherencia al TARV.

Materiales y métodos

Se realiz6 un trabajo retrospectivo, descriptivo, analitico, en
donde se evaluaron las historias clinicas de pacientes infecta-
dos con VIH, atendidos en la Divisién Inmunologia del Hospital
de Nifios Pedro de Elizalde, y que presentaron algun tipo de
alteracion neuroldgica, en el periodo 1998 - 2018. Los pacien-
tes fueron agrupados con base en las caracteristicas clinicas
e inmunoldgicas de las Clasificaciones Pediatricas y para Ado-
lescentes del Centro de Control y Prevencién de Enfermedades
(CDC) 1994 y 2008.11:12

La adherencia al TARV fue evaluada a través del conteo de la
medicacién administrada y de datos obtenidos por el profesio-
nal a cargo. Los criterios provistos por la Organizacién Mundial
de la Salud fueron usados como guia para estimar la adheren-
ciaal TARV. EL cumplimiento fue considerado adecuado cuando
la adherencia al tratamiento fue mayor o igual al 95 %.131°

Los niveles de LT CD4* fueron evaluados en sangre entera
obtenida con anticoagulante EDTA.K3, mediante citometria de
flujo (Citémetro FACSCalibur Becton Dickinson). Se utilizaron
anticuerpos monoclonales especificos CD45 y CD3 conjugados
con isotiocianato de fluoresceina (FITC), y CD14 y CD4 conju-
gados con ficoeritrina (PE). Para el analisis de los datos, se uti-
lizé el programa CellQuest Pro, seleccionando la poblacién de
linfocitos de acuerdo con eltamafio (FSC) y complejidad [SSC).
Los niveles de LT CD4+ se expresaron en porcentaje y en valor
absoluto.

Los niveles del 4cido ribonucleico (ARN] de VIH (carga vi-
ral] fueron determinados mediante la técnica de PCR en tiem-
po real, Nuclisens Easy( VIH version 1.2 (bioMérieux, Marcy
I'€toile, France). Los resultados se expresaron como log 10 del
ndmero de Ul/ml, con un umbral de deteccion de 50 Ul/ml (log
< 1.70).

Dado el caracter insidioso de varias de las alteraciones neu-
rolégicas y su definicién diagndstica en el mediano plazo, se
tomaron como referencia para la seleccién de los datos de LT
CD4*y carga viral aquellas determinaciones mas préximas a la
aparicién de los primeros signos de alteraciones neuroldgicas.

Consideraciones éticas: el estudio fue realizado en concor-
dancia con las normativas éticas de la Declaracién de Helsinki
de 1975 y fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacién
del Hospital General de Nifios Dr. Pedro de Elizalde. Ndmero de
registro en el Consejo de Investigaciones en Salud del Gobierno
de la Ciudad de Buenos Aires: 189/2018.

Consideraciones estadisticas: se calculé la prevalencia de
patologia neurolégica en la totalidad de pacientes infectados con
VIH en el intervalo de tiempo descripto. Se determing, ademas, la
frecuencia de los diferentes tipos de alteraciones neurolégicas.

Resultados
Prevalencia y caracteristicas de las patologias neuroldgicas
observadas

Durante un lapso de 20 afios, se siguieron 486 pacientes
pediatricos infectados con VIH en la Divisién Inmunologia del
Hospital General de Nifos Dr. Pedro de Elizalde. El total de pa-
cientes pedidtricos VIH + con alteraciones neurolégicas confir-
madas fue de 19 y se establecié una prevalencia de 3,9 %, con
un intervalo de confianza del 95 %, entre 2,5 y 6,1. Estudios
electroencefalograficos, de liquido cefalorraquideo, evaluacién
neuropsicométrica y por neuroimagenes fueron los diversos
métodos utilizados para la confirmacion diagnéstica, segin la
sospecha clinica.

De los 19 pacientes, 10 eran nifios y 9, nifias. Todos ellos
adquirieron la infeccién por VIH por transmision vertical. La
mediana de edad al momento de presentacion de la afeccién
neuroldgica fue de 7,7 afos, con un rango de edad entre 3 me-
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Tablal. Frecuencia de las patologias neuroldgicas en los pacientes VIH+ estudiados.

Patologia neurolédgica N pacientes FreCLiencia
afectados (%)
Encefalopatia por VIH 12 63,0
Infeccién por C. neoformans 3 15,8
Complejo Agiria-Paquigiria 1 5,30
Encefalopatia por Toxoplasmosis 1 5,30
Leucoencefalopatia multifocal 1 5,30
Accidente cerebrovascular 1 5,30

» C. neoformans, Criptococcus neoformans.

sesy 17 afos. Catorce de los nifios se encontraban en TARV con
diferentes esquemas terapéuticos y niveles de adherencia. El
TARV incluyé inhibidores nucleésicos y no nucleésicos de la
transcriptasa reversa e inhibidores de proteasa.

En 5 pacientes (26 %), la aparicion de los signos neuroldgi-
cos fue la primera manifestacion clinica que llevd a la sospecha
de infeccidn por VIH.

Los 19 pacientes presentaron b6 tipos diferentes de patolo-
gias neurolégicas, de las cuales la EVIH fue la de mayor frecuen-
cia, en concordancia con los datos reportados para la poblacién
peditrica (Tablal).8

Las manifestaciones neurolégicas presentes en las pato-
logias anteriormente mencionadas fueron de diversa indole,
observadas como manifestacién dnica o bien en forma com-
binada. El retraso madurativo y la dificultad en el habla fueron
las manifestaciones presentes en mayor nimero de pacientes
(Tablall).

Estado inmunolégico y viroldgico de la poblacion evaluada

Los niveles de LT CD4+ y de carga viral fueron evaluados en
forma retrospectiva, a fin de relacionar dichos niveles con el
momento inicial y complejidad del cuadro neurolégico obser-
vado.

En 13 de los 19 pacientes (68 %), se observd inmunosupre-
sién grave al momento de los primeros indicios de la alteracién
neuroldgica. Nueve de los nifios de este grupo (69 %), presen-
taban EVIH. Los pacientes con inmunosupresion moderada
representaron el 21 % de la poblacién estudiada (4 pacientes)
ysolo el 10 % de la misma (2 pacientes) se encontraba sin evi-
dencia de inmunosupresién al momento de las primeras mani-
festaciones del cuadro neuroldgico (Tabla IIl). De todos modos,
a pesar de tener un buen recuento de LT CD4¥, estos dos ulti-
mos pacientes tenfan cargas virales plasmaticas detectables,
lo que era indicativo de actividad viral.

Al tener en cuenta los niveles absolutos de LT CD4+ y te-

Figura 1. Clasificacion de pacientes VIH+ con alteraciones neuroldgicas, segun criterios del CDC.*
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» LTCD4+, linfocitos T CD4+; pacientes VIH+, pacientes infectados con el virus de lainmunodeficiencia humana.
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Tabla Il. Manifestaciones neuroldgicas de los pacientes VIH+ con patologia neurolégica confirmada.

Pac. | Dif.enla marcha | Retrasomad. | Dif.enelhabla
1
2
3
4
5
6 X X
14 X
8 X
9 X
10 X X
11 X
12 X X
13 X
14
15 X X X
16 X
17 X
18
19 X X
Frec. 3/19 10/19 5/19

Hipotonia | Nistagmus | Hiper reflexia Otros
X
X
Convulsién
ténico clénica
Paralisis facial
Hemicorea
X X
Hemiparesia
Parestesia
X X
Hemiparesia
2/19 1/19 3/19 6/19

» Pac., paciente; frec., frecuencia; dif. en la marcha, dificultad en la marcha; dif. en el habla, dificultad en el habla; retraso mad., retraso madurativo.

niendo presente los valores de referencia adecuados a la edad,
se obtuvo una distribucion ligeramente diferente de la obser-
vada con los valores porcentuales, si bien la inmunosupresién
grave asociada a la primera manifestacién neuroldgica estuvo
presente en 10 de los pacientes (Figura 1.

Por otra parte, es de destacar que todos los pacientes pre-
sentaron al momento de la aparicién de la alteracién neurolé-
gica cargas virales detectables con valores muy variables y por
encima del nivel de deteccion del método (Figura 2]. Esto se
asocié de modo directo al hecho de que los pacientes estaban
sin TARVY, o bien, presentaban una adherencia discontinuada al
mismo, evaluada segun lo indicado en “Materiales y Métodos”.

Discusién

EIVIH se caracteriza por un gran neurotropismo, que esta en
relacién con la heterogeneidad del virus. El mecanismo por el
cual invade el SNC puede variar de un nifio a otro, dependien-
do probablemente del estado de maduracién cerebral y del
progresivo agotamiento inmune asociado a la replicacién viral.
Este ultimo aspecto es un proceso mucho mas complejo que la
simple reduccién en el nimero de LT CD4+, con marcadas dife-
rencias observadas en el curso natural de la infeccién entre ni-
fios y adultos. Enlos adultos, el nivel de virus circulante alcanza
un pico durante la infeccidn aguda y disminuye después de 6 a
8 semanas y, en forma ocasional, la carga viral puede ser man-
tenida en niveles indetectables por varios afios. En contraste,
en nifios sin TARVY, la carga viral alcanza niveles muy altos du-
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Figura 2. Niveles de carga viral de pacientes infectados con VIH, con alteraciones neuroldgicas.

CV log
w

s by g by by by by by sl

0 T T T T T T T T T T T

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

o
-

Pacientes

T T T T T T T T

12 13 14 15 16 17 18 19

» CV, cargaviral. La linea de base sobre la ordenada representa el umbral de deteccién del método de 50 Ul/ml correspondiente a log <1.70.

rante los dos primeros afios de vida y no disminuye en forma
réapida como en los adultos. !5

El analisis de las historias clinicas mostré una prevalencia
del 3,9 % de diferentes tipos de manifestaciones neurolégicas,
y la EVIH fue la observada con mayor frecuencia. El riesgo de
desarrollar esta patologia se incrementa cuando la infeccién se
presenta en edades tempranas y con altas cargas virales. Am-
bas caracteristicas, transmisién vertical y niveles incrementa-
dos de virus circulante, se dieron en los pacientes estudiados y
mas del 60 % de los mismos presentaron encefalopatia con di-
ferentes grados de compromiso. Es importante el diagnéstico
precoz de la misma, ya que la presencia de la encefalopatia en
sies unindicador de severidad y progresién de la enfermedad.
Incluso, la tasa de mortalidad es superior en nifios con EVIH,
particularmente en aquellos que la hayan desarrollado tempra-
namente. 1820

Otra caracteristica observada durante la infeccién por VIH
es la presencia de infecciones oportunistas asociadas con el

grado de inmunosupresién. Tres infecciones por Cryptococcus
neoformans y una por Toxoplasma gondii, responsables de las
manifestaciones neurolégicas, fueron observadas en nuestra
poblacién y asociadas a una disminucién importante en los
niveles porcentuales y absolutos de LT CD4+. Con respecto a
la infeccién por toxoplasma, cabe destacar que la madre de la
paciente, infectada con VIH, tuvo un embarazo no controlado y
desarrolld toxoplasmosis durante el mismo.

A diferencia de estos pacientes en donde la asociacion en-
fermedad oportunista y manifestacién neurolégica fue eviden-
te, en otros pacientes estudiados, no siempre fue posible rela-
cionar la presencia de alteracién neurolégica con el desarrollo
de lainfeccidn por VIH.

En el paciente que presentd el accidente cerebro vascular,
no se pudieron descartar al ingreso trastornos trombéticos
familiares, si bien se observé una buena resolucién del cuadro
neuroldgico, con el reinicio del TARV. En el nifio con complejo
agiria-paquigiria denominado también lisencefalia, no se ob-

Tabla lll. Distribucién segun los niveles porcentuales de LTCD4+ de pacientes infectados con VIH con alteraciones neurolégicas.

Estadio inmunolégico

Pacientes (N=19) Frecuencia (%)

Inmunosupresion grave
LTCD4+< 15%

Inmunosupresiéon moderada
LTCD4+ 15-24 %

Sin evidencia de inmunosupresién
LTCD4+>25%

13 68
4 21
2 11

» LTCD4+-: Linfocitos T CD4+; n: nimero de pacientes
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tuvo informacién de otras posibles noxas durante la gestacion,
debido a la falta de controles durante el embarazo.

Varios nifios presentaron un cuadro neurolégico como mani-
festacion de sospecha de la infeccién por VIH, lo cual es indica-
tivo de la variedad en las formas de presentacién de esta infec-
cioén viral. Esto implica la necesidad de un correcto diagndstico
diferencial frente a otros cuadros clinicos que presenten distin-
tos tipos de manifestaciones neuroldgicas. El hecho de que 17
de 19 pacientes (89 %) estuvieran, de acuerdo con sus niveles
porcentuales de LT CD4+, en un estado de inmunosupresion
grave o moderado durante el desarrollo de estas alteraciones
sugiere que podria existir una relacién entre el estatus inmu-
noldgico del nifio y la susceptibilidad a desarrollar algin tipo de
neuropatologia.??? En el caso de los niveles absolutos, si bien
la inmunosupresién grave o moderada se consigné en el 74 %
de los nifios, las consideraciones con respecto a la relacion in-
munosupresién y susceptibilidad serian similares. La diferen-
cia observada entre los valores porcentuales y absolutos de
LT CD4+ en los nifios mas inmunocomprometidos se relaciona
con la modificacién fisiolégica por la edad en el nimero de leu-
cocitos y linfocitos totales, motivo por el cual el valor porcentual
de LT CD4+ tiene menor variabilidad que el recuento absoluto.

Este un concepto que tiene en cuenta la clasificacién del
CDC, y que establece niveles de referencia para ambos valores,
a partir de los cuales se realizan cambios en la conducta tera-
péutica a fin de anticiparse, por ejemplo, al desarrollo de infec-
ciones oportunistas.t!2

Previo a la implementacién del TARV, la tasa de encefalo-
patia progresiva por VIH llegaba hasta el 50 % de los pacientes
pediatricos. Distintos autores demostraron que la incidencia
y prevalencia de EVIH y otras alteraciones neurolégicas han
disminuido luego de la introduccién de las terapias antirretro-
virales. También se comprobd que, una vez establecida la en-
cefalopatia, el TARV puede detener su curso e incluso revertirla.
Por lo tanto, la supresién de la carga viral y la reconstitucién del
sistema inmune podrian tener un efecto protector contra el de-
sarrollo de estas alteraciones.”

Relacionados directamente con el nivel de inmunosupre-
sidn, evaluados através de los LT CD4*, se encuentran los nive-
les de virus circulante, asociados, a su vez, con la adherencia al
tratamiento antirretroviral. Una caracteristica comun en todos
los pacientes evaluados fue la falta de adherencia al tratamien-
to, factor que agrega vulnerabilidad y predispone a diferentes
tipos de alteraciones, no sélo neuroldgicas. El incremento en
la incidencia de infecciones oportunistas y neoplasias ha sido
reportado en diversos estudios y asociado a un bajo nivel de
adherencia 2%

La adherencia es un proceso dinamico, influido por multi-
ples variables de tipo social, cultural, cognitivo, econémico y de
salud. En pediatria, atodas estas variables se les debe sumarel
hecho de que los nifios no son autosuficientes en relacién con
la administracién de las drogas y esto condiciona enormemen-
te la adherencia, dado que dependen de un tercero responsa-
ble que asegure la toma correspondiente. Otro factor influ-
yente estd relacionado con las presentaciones farmacéuticas

parcialmente accesibles para la poblacién pediatrica, lo que
dificulta, junto con todo lo anteriormente descripto, la adhe-
rencia al tratamiento. En nuestro trabajo, todos los pacientes
con manifestaciones neuroldgicas presentaron cargas virales
detectables, lo cual implica una profunda falla en la adherencia
altratamiento antirretroviral.

Adiferencia de otras enfermedades crénicas, la rapida repli-
cacién y mutacién del VIH hace que se requieran grados muy
elevados de adherencia (=95 %) para lograr una supresion du-
radera de la carga viral. Paterson y colaboradores encontraron
que la adherencia en grados menores que el 95 % predijo, inde-
pendientemente, |a resistencia viral, los ingresos hospitalarios
y las infecciones oportunistas.?®

Esimportante destacar que el desarrollo del sistema nervio-
so en pacientes infectados con VIH podria verse comprometido
no solo por la existencia de una noxa, sino por una variedad de
factores agregados. Una mala calidad de alimentacién, pobres
condiciones habitacionales, la falta de estimulacién temprana,
el contexto sociocultural, entre otras, son variables condicio-
nantes para el adecuado desarrollo del nifio. Aquellos expues-
tos a cualquiera de estas situaciones, son mas vulnerables y
tienen mayor probabilidad de desarrollar alteraciones neurol6-
gicas o neurocognitivas.?%%°

El andlisis de todos los resultados nos permite sacar varias
conclusiones. Se encontraron seis tipos de alteraciones neuro-
l6gicas diferentes y se calculé su prevalencia en la poblacién
estudiada. La EVIH fue la patologia mas prevalente. En mas del
25 % de los nifios estudiados, la aparicién de signos y sintomas
neurolégicos fue la primera manifestacién clinica que llevé a la
sospecha de infeccién por VIH. Estos pacientes perdieron opor-
tunidades para el diagndstico temprano y la implementacién
del tratamiento antirretroviral. En los demas, la presentacién
neurolégica estuvo asociada a fallo virolégico y, en su gran ma-
yorfa, acompafiada con inmunosupresién severa debido a una
adherencia subéptima a los antirretrovirales.

La reconstitucion del sistema inmune, inducida por la supre-
sién de la carga viral, disminuiria considerablemente la predis-
posicién al desarrollo de patologia neuroldgica y las secuelas
asociadas.
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Bioquimica de la oxigenacidn hiperbarica

Biochemistry of hyperbaric oxygenation
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Resumen

La terapia de oxigenacion hiperbarica (TOHB] consiste en la respiracion de altas concentraciones de oxigeno
presurizado a mas de 1 atm de presién, para lograr un estado de hiperoxia. Esto se traduce en un aumento de
concentracién de oxigeno a nivel sanguineo y aumento del radio de perfusién del oxigeno desde los capilares
hacia los tejidos, que alcanza incluso a oxigenar zonas hipdxicas. TOHB se utiliza en el tratamiento de distintas
patologias que impliquen hipoxia. La meta terapéutica de este tratamiento coadyuvante es la reactivacion
mitocondrial, el efecto antiinflamatorio, antioxidante y analgésico, la regeneracién tisular y la rehabilitacién
neuronal. El conocimiento de los eventos bioquimicos desarrollados permite analizar en el contexto de cada
paciente, los beneficios y aplicaciones de la oxigenacién hiperbarica. El objetivo de esta revisién es describir la
cascada de eventos bioquimicos terapéuticos, desencadenados por la hiperoxia hiperbarica, que se producen
gracias al aumento transitorio de la generacién de especies reactivas de oxigeno (EROS] y nitrégeno (ERNS).
Entre los efectos bioquimicos obtenidos con TOHB, se describe la vasoconstriccién no hipoxemiante, la angio-
génesis y vasculogénesis, la osteogénesis, el efecto antiinflamatorio y antioxidante, la actividad bactericida,
el fortalecimiento del sistema inmune, la neuroproteccién y la regeneracion axonal periférica. TOHB tiene un
efecto antiinflamatorio al disminuir el edema, la produccién de algunas citoquinas inflamatorias y la adhesién
endotelial leucocitaria. La hiperoxia hiperbdrica se indica en muchos trastornos relacionados con hipoxia, para
laregeneracién de diferentes tejidos y cicatrizacién de heridas complejas, patologias con dolor crénico o base
inflamatoria y rehabilitacién neuronal y fisica.

Palabras clave: oxigenacion hiperbdrica, cdmaras hiperbdricas, bioquimica de la hiperoxia.
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Hyperbaric oxygenation therapy (HBOT) consists in providing high concentrations of pressurized oxygen at
more than 1 atm of pressure to achieve a state of hyperoxia. This translates into an increase in the concentra-
tion of oxygen in the blood, an increase in the oxygen perfusion radius from the capillaries to the tissues, and
the oxygenation of hypoxic areas. HBOT is used in the treatment of different pathologies that involve hypoxia.
The therapeutic objective of this adjuvant treatment is mitochondrial reactivation, anti-inflammatory, antioxi-
dant and analgesic effects, tissue regeneration and neuronal rehabilitation. The knowledge of the biochemical
events developed allows analyzing the benefits and applications of hyperbaric oxygenation in the context of
each patient. The objective of this review is to describe the cascade of therapeutic biochemical events trig-
gered by hyperbaric hyperoxia, which are produced by a transient increase in reactive oxygen and nitrogen
species (ROS and RNS). The biochemical effects induced by HBOT include non-hypoxemic vasoconstriction,
angiogenesis and vasculogenesis, osteogenesis, anti-inflammatory and antioxidant effects, bactericidal ac-
tivity, immune system strengthening, neuroprotection and peripheral axonal regeneration. HBOT has an anti-
inflammatory effect by reducing edema, the production of some inflammatory cytokines, and the endothelial
adhesion of leukocytes. Hyperbaric hyperoxia is indicated in many hypoxia-related disorders, for the regenera-
tion of different tissues and healing of complex wounds, pathologies with chronic pain or inflammation, and
neuronal and physical rehabilitation.

Key words: hyperbaric oxygenation, hyperbaric chambers, biochemistry of hyperoxia.
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Introduccién

La terapia de oxigenacion hiperbarica (TOHB) consiste en
respirar altas concentraciones de oxigeno presurizado a mas
de 1 ATA (atmdsfera absoluta). Seguin la ley de Henry, esto
genera un aumento de la disolucién del oxigeno en el plasma
sanguineo. La concentracién de oxigeno sumada a la presién
elevada genera hiperoxia y aumento de generacién de espe-
cies reactivas de oxigeno, lo que se traduce en distintos efectos
sobre la fisiologfa del individuo.*

TOHB se desarroll6 inicialmente, como tratamiento para la
enfermedad de descompresién. Posteriormente, se utilizé para
potenciar los efectos de la radio- terapia, tratar infecciones por
microorganismos anaerdbicos y envenenamiento.! Actual-
mente, se utiliza como tratamiento para diversas patologias en
diferentes centros médicos de salud publica y privada.

El mecanismo terapéutico de TOHB consiste en generar
hiperoxia y un aumento temporal de la produccién de especies
reactivas de oxigeno (EROs) y especies reactivas de nitrdgeno
(ERNs).2 De esta manera, resuelve condiciones adversas como
la hipoxia y el edema y favorece las respuestas normales o fisi-
olégicas frente a procesos infecciosos e isquémicos.

En condiciones controladas (presion y tiempo de ex-
posicion), ademds de generar EROs y radicales libres (RL),
TOHB estimula la expresién y actividad de enzimas antioxi-
dantes para mantener la homeostasis del estado “redox” (re-
ductivo/oxidativo) y asegurar la inocuidad del tratamiento. !

A nivel celular y en condiciones fisioldgicas, el O, participa
enmudltiples procesos y reacciones bioquimicas. La mas impor-
tante de estas reacciones es la produccidn de energia, a través
de procesos oxidativos, que confluyen en la sintesis de com-
puestos con enlaces de alta energia, como ATP (Adenosina Tri
Fosfato). Todos los procesos vitales requieren de energia para
poder ser ejecutados.*

Los principales efectos beneficiosos producidos por la te-
rapia de oxigenacién hiperbarica (TOHB) estan relacionados
con procesos de transporte de 0, hemodindmicos e inmu-
nolégicos.* Cuando se encuentra bloqueada esta produccién
de energia por falta de transporte o aporte de 02 a los tejidos
(anemias severas, intoxicacién con mondxido de carbono),
TOHBrealiza el aporte, independientemente de la hemoglobina,
con el aumento del oxigeno diluido en plasma. Si se necesita
un mayor aporte periférico en tejidos isquémicos o en trastor-
nos relacionados con hipoxia, TOHB aumenta la perfusién para
llegar a ese tejido isquémico y reactiva la funcién mitocondrial,
disminuyendo la hipoxia e inflamacién local.*

El objetivo de esta revision es describir la cascada de even-
tos bioquimicos terapéuticos desencadenados por la hiperoxia,
con base en los efectos fisiolégicos que puedan estar involu-
crados en sus diferentes aplicaciones terapéuticas.

Los efectos bioquimicos mas relevantes o mas estudiados
de la hiperoxia se presentan en la figura 1. A medida que se
recaude mas evidencia experimental se descubrirdn nuevos
efectos y potenciales aplicaciones para ser investigadas en
ensayos clinicos y ampliar las indicaciones de TOHB.
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Materiales y métodos

La busqueda bibliografica de los trabajos publicados hasta
2020 serealizé en las bases de datos cientificas MEDLINE, EM-
BASE, Lilacs y Latindex.

Los términos MeSH (Medical Subject Headings) utiliza-
dos fueron: Hyperbaric Oxygen Therapy benefits, Hyperbaric
Oxygen Therapy effects, Osteogenesis and hyperbaric oxygen-
ation, angiogenesis and HBOT, neurological effects in HBOT,
antimicrobial activity of HBOT, antinflammatory effect of HBOT,
oxidative stress and HBOT.

Los trabajos fueron divididos por efectos. Las autoras estu-
diaron los trabajos experimentales y realizaron la recopilacién
de algunos efectos bioquimicos prevalentes en la oxigenacién
hiperbarica.

Resultados
Vasoconstriccidn no hipoxemiante

Esta demostrado que la TOHB genera vasoconstriccion. La
vasoconstriccién producida se denomina “no hipoxemiante”,
ya que no contrarresta el efecto de hiperoxia ni profundiza la
hipoxia en tejidos isquémicos o mal perfundidos. Esto se debe
a que el oxigeno que alcanza el tejido se encuentra disuelto en
la sangre. Estd favorecida por el aumento de 0; disponible en
pequefas arterias y capilares y se produce en tejidos sanos,
sin deterioro de la oxigenacion, estimulando una redistribu-
cién de flujo hacia zonas hipoperfundidas.! Estudios llevados
a cabo por Saltzman en 1968 evidenciaron en exploraciones
funduscépicas realizadas en medio hiperbarico que, a pesar de
la acusada vasoconstriccién, la hiperoxigenacién se manifes-
taba.

Este mecanismo también esta involucrado en la dis-
minucién y el alivio del dolor mediado por la reduccién en los
niveles del vasodilatador 6xido nitrico (NO) en condiciones de
hiperoxia."* Ademas, puede ayudar a vencer mecanismos de
resistencia vascular presentes en algunas patologias.? La hip-
eroxia incrementa la generacion de ATP, lo que previene el me-
tabolismo anaerébico en las células tisulares y la acidosis en
los tejidos, asociados con |a aparicién del dolor.

También se genera vasoconstriccién refleja, mediada por el
Sistema Nervioso Central através de receptores -adrenérgicos,
que disminuye hasta 20 % el flujo sanguineo sin alteracién del
retorno venoso, lo cual se traduce en un beneficio paralareduc-
cién del edema a cualquier nivel.®

En individuos sanos, la vasoconstriccién esta mediada por
la liberacién de endotelina | y TNFaL por parte de distintos tipos
celulares.” La vasoconstriccion periférica causada por la Oxige-
noterapia Hiperbdrica es un mecanismo compensatorio frente
a la hiperoxia, por lo tanto, solo afecta a los vasos sanguineos
de la microcirculacion de los tejidos sanos y en diferente me-
dida. Asi, se constituye en la mayor respuesta en vasoconstric-
cién en el cerebro.®

Cuando existe un estado de hipoxia local (vasculopatia
periférica, sindrome compartimental, edema maligno, trastor-
nos metabdlicos), este territorio se beneficia del volumen
plasmatico de los territorios sanos. Esto quiere decir que el teji-
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do sano (el rico en oxigeno) sobrealimenta al hipéxico o pobre
(efecto Robin Hood).® La condicién no hipoxemiante de la vaso-
constriccion periférica se da principalmente por la cantidad de
oxigeno diluido en plasma y contribuye de manera significativa
a este efecto Robin Hood, ademas de no ser perjudicial para los
tejidos sanos.

Angiogénesis y Vasculogénesis

La hiperoxia estimula la neovascularizacién o formacion de
nuevos vasos, a partir de dos procesos: estimula el proceso de
manera local (angiogénesis] y estimula la llegada y diferen-
ciacion de células madre (vasculogénesis).®'! En la zona de
neovascularizacion se genera un estrés oxidativo que hace de
estimulo a la produccién de mediadores del crecimiento celu-
lar.2

Anivel bioquimico, en estos mecanismos participan numer-
osos factores de crecimiento, factores de transcripcién, hormo-
nas y mediadores quimicos como, por ejemplo: factor inducible
por hipoxia 1 (HIF-1], factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF]), factor de crecimiento epidérmico (EGF], factor de cre-
cimiento derivado de plaquetas (PDGF) e interleuquinas (IL).*
En sitios de neovascularizacion que cursan con hipoxia, la gen-
eracién de ERO estimula la produccién de factores de transcrip-
cién (HIF-1: factor inducible por hipoxia)! a través de la esta-
bilizacién y dimerizacién de subunidades HIF-1ct y HIF-1(3.% A
suvez, HIF-1 estimula la produccién de factores de crecimiento
involucrados en neovascularizacién como FCEV o VEGF (del in-
glés: vascular endotelial growth factor)!!, para la migracion y
diferenciacién de células madre a células endoteliales.** 1° Si
bien la hipoxia es el principal mecanismo desencadenante de
la angiogénesis'®, si esta condicién se prolonga en el tiempo, el

proceso de angiogénesis no persiste o se realiza en forma des-
ordenada e inestable (angiogénesis degenerativa).!t1°

Particularmente, el efecto proangiogénico desencadenado
por TOHB esta mediado por un aumento sostenido de la pro-
duccién de VEGF. Esto promueve la formacién de nuevos vasos,
tras varias sesiones!?, porque, cuando se realiza el tratamien-
to, se obtienen niveles sostenidos y progresivos de VEGF, lo
que provoca angiogénesis efectiva.

Por otro lado, en médula dsea, TOHB tiene efecto sobre la
actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa medular (ONS),
que sintetiza 6xido nitrico (NO). La movilizacién de células pro-
genitoras desde la médula dsea a la circulacién periférica es un
proceso dependiente de NO. La estimulacidn de la enzima ONS
activa una metaloproteinasa-9 que cliva a SCF (Stem cell fac-
tor) de la membrana plasmatica. Esto permite la movilizacion
de la célula y favorece el proceso de neovascularizacion y
cicatrizacién 14, Asf, la diferencia principal con el oxigeno nor-
mobarico en sies la capacidad de movilizar las células stem cell
CD34+ CD45dim, progenitoras de células endoteliales 1314 16
que se encuentran fuertemente asociadas con la cicatrizacién
de diferentes heridas como pie diabético y quemaduras.!”18

Respuesta antiinflamatoria

Como se comentd previamente, el oxigeno es un mediador
fundamental para la cicatrizacién y regeneracién tisular. Su
presencia y, especialmente, su aumento reduce el edema ti-
sular. Existe una relacién directa entre los niveles de oxigeno
disponibles y la tasa de curacién. La vasoconstriccién favorece
la reduccién de la respuesta inflamatoria y, por lo tanto, la re-
duccion de edema! presente en procesos isquémicos e hipoxi-
cos en tejidos blandos, hueso y cerebro”%20 TOHB reduce la

Figura 1. Efectos fisiolégicos principales generados con el tratamiento de oxigenacién hiperbarica.
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» Fuente: Disefio y gentileza de la Asociacion Argentina de Medicina Hiperbarica e Investigacién (AAMHEI). Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina.
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produccién y liberacién de citoquinas proinflamatorias por neu-
tréfilos y monocitos. b 20

La concentracién de oxigeno en los vasos compensa la
vasoconstriccién periférica. De esta manera, se impide la ex-
travasacién de liquido al tejido circundante, lo que disminuye
eledema.!

Hay estudios que revelan los efectos de la oxigenacién hip-
erbérica en la produccién de citoquinas.’ Esta terapia aumenta
la produccién de FGF y la sintesis de colageno, disminuye la
interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 6 (IL-6) y el factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF alfa). Los efectos del factor de creci-
miento transformante beta 1 (TGF 1] y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF ) son mayores con TOHB." %!

VEGF, TGFB1 (factor de crecimiento transformante beta 1],
y PDGFB (factor de crecimiento derivado de plaquetas) presen-
tan patrones de liberacion bifasica. Esto quiere decir que se lib-
eran tanto en hipoxia como hiperoxia. Sin embargo, la liberacién
estimulada por la hiperoxia es mayor.” Los efectos de TGFB1y
PDGFPB son mayores con TOHB.” 7

Enindividuos sanos, la TOHB inhibié en un 50 % el interferdn
gamma (IFN gamma) en los linfocitos, sin alterar la produccion
delL1elL2, en ausencia de enfermedad.??

En cultivos in vitro de células endoteliales, se evidencid
la disminucién de interleuquinas proinflamatorias, principal-
mente en interleuquina 8 (IL8], calreticulina (CALR] y anexina
(ANXA), con un mayor efecto antinflamatorio con el tratamien-
tode oxigenacién hiperbaricoa 1,5 atmversus 2,4 atm. Eneste
mismo trabajo, se logra una disminucion de endoglina y de las
proteinas de apoptosis CASP1 yTP53 solo a 1,5 atm.?3

EITNF o es el principal estimulo que induce la expresién de
las moléculas de adhesidn en el endotelio activado. Una vez
que el endotelio es activado, la extravasacién de los leucocitos
transita por los cuatro pasos conocidos: adhesién inicial, roda-
miento, firme adhesién y migracién transendotelial.

Ademas de disminuir la activacién inflamatoria en el endote-
lio, con TOHB se observa disminucién de la expresion de integ-
rinas en leucocitos (CD18], lo que puede contribuir a disminuir
lainflamacién en el dafo por isquemia-reperfusién, al reducir la
adhesidn leucocitaria para reclutamiento de células inflamato-
rias en el sitio isquémico.1%20

Existen reportes sobre la accién de TOHB en la modulacién
del estrés oxidativo, disminucién de la adhesién leucocita-
ria y disminucién de la inflamacion en modelos animales de
isquemia-reperfusion, que coloca a la oxigenacion hiperbarica
en una funcién importante en el preacondicionamiento quirur-
gico de cirugias cardiacas y trasplantes.?* 2> TOHB puede
afectar directamente la apoptosis celular, la transduccién
de sefiales y la expresion génica en aquellos tejidos que son
sensibles al oxigeno o la hipoxia. El preacondicionamiento con
oxigeno hiperbarico proporciona un reservorio de oxigeno a
nivel celular no solo transportado por la sangre, sino también
por difusién desde el tejido intersticial, donde alcanza una alta
concentracion que puede durar varias horas, mejora la fun-
cién endotelial y la reologia y disminuye la inflamacién local
y el edema. Principalmente, la proteccién esta dada en la up
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regulation de las enzimas antioxidantes que protegen el efecto
deletéreo del aumento de EROs en el tejido injuriado y evita la
apoptosis consecuente.?4 25

Huang y col. postulan que el aumento de EROs otorgado
por TOHB gatilla las cascadas moleculares que conducen a la
proteccidn via induccién de la proteina de choque térmico 32
(HSP32), como se observé en modelos animales de injurias
medulares.?®

Con respecto al desarrollo de inflamacién crénica, la ac-
tivacion del sistema Toll Like Receptors (TLR) contribuye al
mantenimiento de la respuesta inflamatoria y a la inflamacion
crénica en muchas situaciones. TOHB protege la neurona
después de la injuria traumatica cerebral e incluso en la in-
flamacidn crénica de grandes quemados. Asi, se evidencia una
inhibicién de los caminos de sefalizacién NF-kB y de la expre-
sion de estas plataformas moleculares en diferentes tejidos,
después de la oxigenacién hiperbarica.?” %8

Osteogénesis

Se ha demostrado en cultivos in vitro que la hiperoxia es-
timula la diferenciacién celular, la formacién de depdsitos mi-
nerales y el metabolismo fosfocélcico.? La funcién celular y la
remodelacién dsea llevadas a cabo por las células osteogéni-
cas son dependientes de oxigeno y se ven estimuladas por la
produccién de factores de crecimiento en condiciones de hip-
eroxia.

El efecto angiogénico y la produccién de 6xido nitrico tam-
bién colaboran con la formacién de hueso y la diferenciacién
celulart?9, a través de la circulacién y movilizacion de células
progenitoras.

Por otro lado, TOHB suprime la formacién de osteoclastos
actuando en los estadios iniciales de diferenciacién, disminuy-
endo la expresién de proteinas como RANK'Y RANKL (el sistema
intercelular proteico de ligando y receptor activador del factor
nuclear kB encargado de la activacidn y diferenciacién de célu-
las 6seas). Una desregulacion en alguno de sus componentes
puede generar una disminucion en la masa 6sea, lo que puede
llevar a desarrollar osteoporosis. Por lo tanto, TOHB disminuye
la poblacién de osteoclastos y en consecuencia la resorcion
6sea.?"

También impide la progresién de injurias e infecciones
ante lesiones que afectan el tejido 6seo porque, al disminuir
la inflamacion y el edema 6seo® y resolver la infeccién en
osteomielitis, favorece la osteogénesis por un mecanismo se-
cundario.

TOHB en la célula ésea promueve una mayor liberacién de
fosfatasa alcalina 6sea, un mayor depésito de calcio y fésforo,
una mayor proliferacién de osteoblastos y acelera la formacién
del nédulo dseo.??

Sintesis de Colageno

La sintesis de colageno y la formacién de la matriz extrace-
lular son producidas por la proliferacién de fibroblastos, lo que
favorece la formacién del tejido cicatrizal y nuevos vasos y
conduce a resolver las condiciones de hipoxia y de la injuria del
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tejido hipoperfundido. Este efecto es mediado por la sintesis
aumentada de los factores de crecimiento, favorecido por la
TOHB a través de radicales libres y ER0S.1

El coldgeno es una proteina estructural sintetizada por los
fibroblastos mediante reacciones quimicas complejas, que
incluyen la hidroxilacién de los aminoacidos prolina y lisina. La
reaccién de hidroxilacién y el entrecruzamiento de las fibras
de coldgeno son procesos favorecidos en condiciones de hip-
eroxia (péptidos y propéptidos del coldgeno).2*> El oxigeno es
necesario para que la enzima hidroxiprolina produzca los entre-
cruzamientos y pueda formar moléculas de coldgeno estables.

Se ha demostrado en modelos animales que TOHB aumenta
la expresion de los genes de procolageno tipo | en la cicatri-
zacion del tenddn y de ligamentos e inhibe la expresion de las
metaloproteasas.3233 EROs activa la expresion de factores de
crecimiento para la activacién de los fibroblastos®* y resulta en
un aumento significativo de la sintesis de colageno tipo | y tipo
[l relacionados con un aumento de éxido nitrico local a nivel de
la herida en cicatrizacion. De esta manera, se concluye que el
oxigeno no sélo es importante en la maduracién del colageno,
necesario para formar un colageno estable, sino que aumenta
la sintesis de los precursores del colageno.®

Proliferacion y Diferenciacidn de células madre

TOHB moviliza las células madre progenitoras por la estimu-
lacién de la sintesis de Oxido Nitrico NO en la médula 6sea.3 36
La hiperoxia aumenta el NO in vivo en la médula ésea y la liber-
acion de las células progenitoras endoteliales a la circulacién
periférica, asociadas con una recuperacién aumentada de la
perfusién de oxigeno en los miembros inferiores. Igualmente,
fomenta el cierre de las heridas isquémicas, contribuyendo a
la oxigenacién, vascularizacién y cicatrizacién de las heridas.®

Por otro lado, la modulacién con el oxigeno es una variable
clave a considerar en el disefio de los protocolos de diferen-
ciacién de células beta- pancredticas y contribuye a futuras es-
trategias en el trasplante de células beta maduras®’ para tratar
la diabetes insulinodependiente. La TOHB mejora el trasplante
de células en injertos, la recuperacién funcional en el infarto
cardiaco y la diferenciacién de las células madre mesenqui-
males.3839

Modelos experimentales demostraron que TOHB promueve
la diferenciacién de células madre neuronales en neuronas y
oligodendrocitos y reduce el nimero de astrocitos in vitro, po-
siblemente, por la regulacion de las vias dependientes de la
sefalizacién de la proteina Wnt3, b catenina y la proteina mor-
fogénica 6sea 2 BMP2.40

Por otro lado, se observa una up-regulation de la prolifer-
acion de las células neuronales dentro de los nichos neurogé-
nicos en el cerebro adulto. Mas ain, TOHB produce la migracién
de las células madre al area de injuria, como se demostré en
modelo animal de lesiones cerebrales isquémicas y traumati-
cas.

Asi, no sélo produce movilizacién de células madre desde
médula dsea, sino que se postula para preacondicionamiento
(porque disminuye la inflamacién neuronal) y diferenciacion

de las mismas encélulas endoteliales o neuronales. TOHB es
una herramienta fundamental en todas las aplicaciones de la
medicina regenerativa.104% 43

Modulacidn del estrés oxidativo

La hiperoxia puede, al mismo tiempo, estimular el aumento
delos niveles de EROs y de especies antioxidantes enzimaticas
y no enzimaticas. El efecto del aumento de produccién de ERO
dependerd del tipo celular, la concentracién de 0, y la duracién
de la exposicién.>** Este mecanismo se encuentra regulado,
cuando la hiperoxia no se acentda ni prolonga demasiado en el
tiempo como para saturar las defensas antioxidantes en teji-
dos normales y nocausar dafio ni disfuncién celular. Por ejemp-
lo, TOHB puede inducir la proteccién contra estimulos oxidantes
en células endoteliales, a través de sobreexpresién de genes
antioxidantes.*>4®

Existe evidencia cientifica del aumento de la respuesta
oxidante, generado por la oxigenacién hiperbarica, que im-
plica un aumento de la expresién de los genes antioxidantes
y citoprotectores. Entre ellos, la proteina de choque térmico
(HSPA1A), hemooxigenasa 1 (HMOX1] y metalotioneina 1X
(MT1X), con un pico de aumento a las 4 horas posteriores a
TOHB.** Mas aun, las células endoteliales tratadas con TOHB
fueron resistentes al estrés oxidativo, cuando se expusieron a
un agente oxidante in vitro (tButyl perdxido de hidrégeno) con
un efecto citoprotector del oxigeno hiperbarico sobre el estrés
oxidativo en las células endoteliales.*®

Esta condicién de aumento de las enzimas antioxidantes
ante un estimulo de estrés oxidativo se propone como preven-
tivo protector ante la isquemia en la médula espinal y cerebro.
Asi, TOHB es utilizada como preacondicionamiento quirdrgico
porque aumenta la tolerancia a la isquemia.*’

Se evidencia un aumento de la enzima antioxidante super-
6xido dismutasa (SOD) con TOHB a diferentes presiones en
cerebro, pulmén y eritrocitos* y un aumento en la actividad
de SOD y glutation peroxidasa [GSH) en tejido hepatico. Tam-
bién se observé la regeneracién por aumento de marcadores
de indices mitGticos y proliferacion celular (Ml y PCNA) con
una disminucién del marcador de estrés oxidativo malondiald-
heido (MDA] en los hepatocitos de modelos experimentales
animales.*®

Las enzimas glutation Peroxidasa 4 (GPX4) y lactoper-
oxidasa (LPO) se hiper- expresaron en la injuria por isquemia-
reperfusién pulmonar en modelo animal, con reduccién de los
genes de estrés oxidativo en animales tratados con TOHB.>? Se
sugirié que, ademas de regular la inflamacién en la injuria por
reperfusion, TOHB regula el dafio producido por las especies re-
activas de oxigeno en exceso.

Actividad Bactericida

En la patologia infecciosa en general, la hiperoxia generada
es activa contra el biofilm bacteriano y aumenta la actividad
bactericida de muchos antibiéticos contra estos microorganis-
mos, 31,5152

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) que se generan
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a partir de la hiperoxia tienen actividad bactericida per se,
ademas de contribuir a aumentar la inmunidad celular por
promover la fagocitosis.>*! La combinacién de TOHB y el trata-
miento antimicrobiano adecuado pueden contribuir a disminuir
la resistencia bacteriana que se genera por la exposicién a
niveles de EROs subletales cuando el tratamiento convencional
antibiético es administrado sin el oxigeno como potente adyu-
vante activador.>1:°2:3

Por otro lado, las especies reactivas de oxigeno (producidas
por la metabolizacién del oxigeno principalmente en la mito-
condria) tienen actividad bactericida per se y tienen accién di-
recta contra los lipidos de la membrana bacteriana, la sintesis
de proteina y sobre el ADN microbiano.?!

Se reconocen cuatro EROS principales: superdxido (02e-),
perdxido de hidrégeno (H202), radical hidroxilo (¢0H] y oxige-
nosinglete (102). Ellos tienen diferentes cinéticas y niveles de
actividad.>* Los efectos de 02¢- y H202 son menos agudos
que los de *0H y 102, ya que los primeros son menos activos
y pueden ser detoxificados con enzimas enddgenas antioxi-
dantes (enzimaticas como catalasa y superdxido dismutasa y
no enzimaticas), que son inducidas por el estrés oxidativo. Sin
embargo, ninguna enzima puede desintoxicar el radical ®0OH o
102. Esto lo hace extremadamente téxico y letal, agudo para
la bacteria®, por lo que se considera el aumento temporal de
estos EROs y radicales libre con un efecto bactericida directo
contra diferentes bacterias, ademas de contribuir a la capaci-
dad fagocitica de macréfagos y leucocitos e inhibir toxinas bac-
terianas involucradas en la patogénesis infecciosa.3>>*

Respuesta inmune frente a infecciones

En condiciones adversas como la hipoxia (caracteristica
en heridas) aumenta la predisposicion a infecciones. Algunas
células del sistema inmune como los neutréfilos o polimor-
fonucleares (PMN] responden a la presencia de patégenos y
ejercen su accion bactericida a través de la produccidn de es-
pecies reactivas de oxigeno (ERQ), radicales libres y la accion
de peroxidasas.>3

Estos mediadores quimicos dafian el ADN y oxidan protei-
nas y lipidos (lipoperoxidacion), inhibiendo el metabolismo
bacteriano. En este contexto, se doblega el ataque frente a mi-
croorganismos anaerobios, incapaces de producir sus toxinas
en condiciones de hiperoxia (o.-toxinas producidas por esporas
de Clostridium perfringens, agente causal de la gangrena gas-
eosa) 3155

Ademas, TOHB ejerce accién sinérgica con algunos antibidti-
cos y facilita el transporte dependiente de 0; a través de la
pared celular bacteriana.?!

Cabe destacar que el efecto de TOHB sobre la inmunidad
celular reduce el dafo celular mediado por glébulos blancos
en tejidos isquémicos, sin afectar sus funciones inmunes
(degranulacion, fagocitosis), por lo tanto, no genera compro-
miso inmune para el paciente.3! En este contexto, el acondi-
cionamiento o pretratamiento con TOHB protege del dafio por
reperfusion postisquémica (inhibe la sintesis de 2-integrinas,
responsables del secuestro y la adhesion de neutrdfilos circu-
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lantes a las paredes de los vasos).!

Laacciénde TOHBenelfortalecimiento de los efectos antimi-
crobianos del sistema inmune se produce por una cascada de
interleuquinas y balance del mismo. El aumento de los niveles
de 02 durante TOHB causa algunos efectos celulares como la
supresién de mediadores proinflamatorios, disminucion tran-
sitoria en la proporcion de células T CD4: CD8 y la aparicién de
apoptosis de linfocitos y neutrdfilos. En general, estos efectos
pueden mejorar los mecanismos antimicrobianos del sistema
inmunitario y la curacion de infecciones.3?

La respuesta inmune celular adaptativa contra virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) podria ser favorecida con
el oxigeno hiperbarico, disminuyendo la carga viral y la repli-
cacién en monocitos periféricos en estudios experimentales.®

Neuroproteccién y regeneracién axonal periférica

TOHB favorece la funcién neuronal, ya que revierte el estado
de hipoxia, disminuye el edema, favorece la neuroplasticidad y
la elongacién axonal.>? Dentro de los mecanismos involucra-
dos en la neuroproteccién por TOHB, cabe destacar la preser-
vacién de la produccion y las reservas energéticas celulares,
la regulacién del estrés oxidativo, la disminucién de la acumu-
lacién y la adhesién de neutréfilos.”*%°? A nivel mitocondrial,
es capaz de restaurar la polaridad y permeabilidad de la mem-
brana, mejorando la eficiencia en la produccién de energia y la
modulacion de los niveles de ERQ.1S: 5859

Ademds, al favorecer la vasoconstriccion y la antiin-
flamacién, TOHB disminuye la presién intracraneal y el volu-
men del liquido céfalorraquideo.!®%® Sumados a una mejor
oxidacién tisular y normalizacién del estado oxidativo a nivel
mitocondrial, estos efectos ayudan a preservar la funcién y
actividad neuronal y protegen de la apoptosis en algunas en-
fermedades neurodegenerativas!>®1%2 En el mecanismo de
neuro- proteccién estan involucrados fenémenos tales como
la proliferacién celular. Como vimos anteriormente, TOHB es
capaz de movilizar células progenitoras de la médula ésea, que
se diferencian en células neurotrépicas®, sintesis de factores
neurotrépicos, elongacién axonal y mielinizacién.!?

TOHB también estimula la neuroplasticidad a través de la
regeneracién axonal periférica. Asi, se evidencia crecimiento
axonal en los nervios injuriados, estimulando la mitocondria de
la placa neuromuscular y la neuroplasticidad.®354 Mas an, la
restauracion del impulso nervioso de las neuronas periféricas
y la estimulacién de la mitofagia de las mitocondrias dafiadas
contribuyen a disminuir el dolor neuropatico en diversas
patologias.5+5°

La neuroproteccién se favorece con TOHB por una conjun-
cién de procesos como la angiogénesis, el aumento de la oxi-
genacién y la mejora de la funcién y metabolismo neuronal. La
disminucion de la neuroinflamacién crénica desencadena en
simultaneo proteinas con efectos neuroprotectores, tal como
se demostré en modelo animal de enfermedad de Alzheim-
er®182 que resultd en efecto antioxidante y antiinflamatorio
para frenar la progresion de algunas enfermedades neurode-
generativas.
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Conclusién

La hiperoxia producida por TOHB genera un aumento tran-
sitorio de las especies reactivas de oxigeno. La respuesta fisi-
olégica a este aumento es la modulacién del estrés oxidativo,
que genera aumento de las enzimas antioxidantes en diferen-
tes drganos.

Por otro lado, TOHB tiene un efecto antiinflamatorio directo
al disminuir el edema, la produccién de algunas citoquinas in-
flamatorias y la adhesién endotelial leucocitaria. Este efecto
antioxidante y antiinflamatorio, en parte, se debe a la regu-
lacién de la actividad mitocondrial en todos los tejidos.

Por otro lado, la activacién mitocondrial también genera
aumento de elongacién axonal y favorece el funcionamiento
neuronal.

La respuesta del organismo al oxigeno hiperbarico también
resulta en la movilizacién de células madre, sintesis de colage-
no, angiogénesis y vasculogénesis. Poresto, laregeneracién de
tejidos y su contribucidn a la cicatrizacién de heridas crénicas
es una de las principales aplicaciones terapéuticas de TOHB.

En conclusién, conocer todos los efectos bioquimicos de-
scriptos de TOHB permite influir en las indicaciones médicas
para ser estudiadas en ensayos clinicos en diferentes pa-
tologias. La meta terapéutica de este tratamiento coadyuvante
es la activacién mitocondrial, el efecto antiinflamatorio, antioxi-
dante y analgésico, la regeneracion tisular y la rehabilitacion
neuronal.
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CURSOQOS ABA
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CICLO LECTIVO 2021
PROGRAMA DE EDUCACION CONTINUA

Informes e inscripcidn

Secretaria de la Asociacion Bioquimica Argentina

Venezuela 1823 Piso 3 (1096] — Buenos Aires -Argentina

Tel: (011) 4381-2907 Telefax: (011) 4384-7415-De 15a 19 Hs.

Consultas administrativas: cursos@aba-online.org.ar
Programas completos disponibles en: http://www.aba-online.org.ar/

Nota para no socios: abonando la primera cuota

social y adhiriendo al débito automatico por

tarjeta, podra acceder a los cursos ABA como

socio, recibiendo adem3ds todos los beneficios de

la Asociacién. ™

Todos los cursos otorgan créditos para la
Certificacion Profesional Bioquimica.




PROGRAMA DE EDUCACION CONTINUA ABA 2021

NOMBRE DEL CURSO 2021 DURACION DIRECTOR/ES
1 DIAGNOSTICO DE LAS I-.IEMUGLUBINE)I?ATIASYTALASEMIAS: 29de CUATRIMESTRAL Dra. Moplca Alx’ala
‘A partir de casos clinicos” marzo Dra. Silvia Gonzalez
2 ENFOQUES PARA EL CONTROL DE BACTERIAS MULTIRRESISTENTES. 29de CUATRIMESTRAL Dra. Maria José Rial
“Una batalla impostergable” marzo Dr. Jaime Kovenski
3 EﬂVALUAFIUN DE L{\ PAREJA INFERTIL. 5 d? ANUAL ¢/15 dias Dr. Eduard? Murmandi
Rol e importancia del Laboratorio” Abril Dra. Patricia Otero
4 CURSO ANUAL DE ACTUALIZACIGN EN BIOQUIMICA CLINICA 5 de ANUAL pra. Silvia B. Gonzlez
Abril Dra. Viviana Osta
5 CURSO ANUAL DE MICROBIOLOGIA CLINICA 5 de ANUAL Dra. Maria José Rial
abril Dr. Jaime Kovenski
6 E.L’LABDRATCIRICI FF?ENTEfA.Ll.\S ENFE.R.MAEDADES CARDIOVASCULARES: 19 c!e CUATRIMESTRAL Prof. Dr. Fernando Brites
Evaluacién de factores de riesgo lipidico, no lipidico y de marcadores del evento agudo abril
2 LOS MISTERIOS DE LA ENFERMEDAD COVID-19 PROVOCADA POR EL NUEVO CORONAVIRUS (SARS- CoV- 2) 12 de SEMESTRAL Dra. Silvia B. Gonzélez
(NUEVO) abril Dra. Alejandra Svartz
EL LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA EN LA PRACTICA CLINICA. 12de ANUAL -
8 S . X . . 1 médulo xmes Dra. Patricia Otero
Actualizacién de los procedimientos de diagnéstico. Abril 2 clases xmédulo
9 BIOLOGIA MOLECULAR: 12de ANUAL Dr. Luis Bastos
APLICACIONES CLINICAS abril Dra. M. de la Paz Dominguez
BASES MOLECULARES Y CELULARES DEL 12 de .
10 FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA INMUNE Abril 5 meses Dr. Fernando Chirdo
11 ACTUALIZACION EN DIAGNGSTICO VIRAL 12de CUATRIMESTRAL Dra. Maria José Rial
abril Dra. Alejandra Svartz
0 CURSO INTEGRAL SOBRE LIQUIDOS DE PUNCIGN 12de CURTRIMESTRAL D Luis Palaoro
con Tépicos de Urgencia abril
CALIDAD ANALITICA: 104 DI;'rCCeéS:;f;’:r']';“
13 Implementacién de un Sistema de Gestion de Calidad: abrile SEMESTRAL Dr‘Pablo Lujan
Herramientas practicas para el Laboratorio Bioquimico Dr. Claudio Abiega
14 BIOQUIMICA DE LOS DESORDENES DE LA INFANCIA reemplaza al de pediatria 19de ANUAL Dra. Sandra Ayuso
(NUEVO) abril Dra. Viviana Osta
15 HERRAMIENTAS PARA EL RECONOCIMIENTO CITOMORFOLGGICO DE LOS LINFOCITOS EN TRASTORNOS 26 de TRIMESTRAL Dra. Claudia Auuso
BENIGNOS Y MALIGNOS: ¢linfocitos reactivos o sospecha de neoplasia? abril . Y
16 LA BIOQUIMICA EN EL BANCO DE SANGRE 20 e SEMESTRAL Dr.Jorge Rey
“HERRAMIENTAS DEL LABORATORIO PARA LA DETECCION PRECOZ DE LOS ERRORES CONGENITOS 3de P
SEMESTRAL .
1w DEL METABOLISMO INTERMEDIO”. Teérico practico online mayo Dr. Radil Uicich
CUANDO LA CLAVE ESTAEN EL FROTISE. 3de .
TRIMESTRAL .
18 (NUEVO) mayo Dra. Claudia Ayuso
19 PRINCIPIOS BASICOS TEGRICOS Y PRACTICOS DE HEMOSTASIA 3de CUATRIMESTRAL Dr. Ricardo Forastiero
mayo Dra. Cristina Duboscq
20 INFECCIONES BACTERIANAS, DE LA CLINICA AL LABORATORIO 10de CUATRIMESTRAL Dra. Maria José Rial
mayo Dr. Jaime Kovenski
21 TOXICOLOGIA LEGAL Y FORENSE 10de SEMESTRAL Dra. Adriana Fidolf
mayo Dra. Gloria Alvarez
22 GASES EN SANGRE, OXIMETRIA, ELECTROLITOS Y METABOLITOS ﬁl“agz SEMESTRAL Dra. Silvia B. Gonzlez
23 BIOQUIMICA LEGAL+B.IO0UIMICA FORENSE 24 de mayo TRIMESTRAL Dr. Christian Jaroszewski
A confirmar a definir
24 . LA NEFR’ULOGIA DESVDE E,L FABORATDFSIDYLA CLINICAI:. 1°cuatri- CUATRIMESTRAL Dr. Alberto Villagra
Fisiopatologia renal y bioquimica de los liquidos y electrolitos mestre
25 NOMENCLATURA CITOGENGMICA HUMANA: 7 de SEMESTRAL Dra. Sandra Rozental
Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenémica Humana (ISCN) junio Dra. Lilian Furforo
CLAVES PARA LA DETECCION DE INTERFERENCIAS 7 de .
S TRIMESTRAL .
2 EN EL HEMOGRAMA AUTOMATIZADO junio Dra. Viviana Osta
Dr. César Collino
PROGRAMAS DE CALIDAD EN INSTITUCIONES DE SALUD 7 de Dr. César Yené
: TRIMESTRAL
27 (NUEVO) Junio Dr. Pablo Lujan
Dr. Claudio Abiega
- ACTUALIZACIGN EN EL ESTUDIO DE LAS 14de S— %’:: F:::::I' 3::;"::3
DISPROTEINEMIAS Y HEMOGLOBINOPATIAS junio ; o
Dra. Isabel Crispiani
CRITERIOS PARA LA EVALUACION DE LA MORFOLOGIA DE LAS CELULAS SANGUINEAS. S5de .
< p - TRIMESTRAL .
29 +COMO Y QUE INFORMAR? julio Dra. Claudia Ayuso




SEGUNDO SEMESTRE

INFECCIONES SEVERAS, AGENTES MULTIRRESISTENTES S5de Dra. Maria José Rial
- ATRIMESTRAL
30 Y SU POSIBLE ABORDAJE julio e s Dr. Jaime Kovenski
31 SALUD FF’TAL. Herral:nlintas no- |n:/a5|va.s parael screeenu:lg" 5 d_e CUATRIMESTRAL Dra. Patricia Maidana
y deteccidn de ypr psia. Una puesta al dia Julio
32 APLICACIONES DE LA CITOMETRIA DE FLUJO EN LA PRACTICA CLINICA. S5de CUATRIMESTRAL Dra.Viviana Novoa
CURSO POR CONVENIO: ABA -GRCF Julio Dra. Emilse Bermejo
33 UTILIDAD DE LOS BIOMARCADORES EN SEPSIS BACTERIANAY COVID-19 5 d‘e CUATRIMESTRAL Dra.Silvia Gonzalez
Julio
Dra. Silvia G. Ramos
34 CURSO DE NEUROINMUNOLOGIA '5u:1i2 CUATRIMESTRAL Dr. Andres Villa
) Dr. Gabriel Carballo
35 HERRAMIENTAS BASICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR L2de SEMESTRAL Dr. Luis Bastos
julio Dra. M. de la Paz Dominguez
36 CURSO DE AUTOINMUNIDAD - CLINICAY LABORATORIO A:oieto TRIMESTRAL Dr. Gabriel Carballo
37 INMUNDIZUGIA CELULAR ) 9de TRIMESTRAL Dr. Gabriel Carballo
EL LABORATORIO EN EL ESTUDIO DE LAS CELULAS DEL SISTEMA INMUNE Y SUS PATOLOGIAS Agosto Dra.Viviana Novoa
38 EVALUACION DEL SEMEN HUMANO, s.egt’m los criterios del manual OMS 9 de agosto | CUATRIMESTRAL Dra. Julia Irene Ariagno
5ta edicion
39 TOPICOS DE HEMATOLOGIA EN EL NEONATO azg?:):teo TRIMESTRAL Dra. Viviana Osta
Dr. César Collino
CURSO DE IMPLEMENTACION DE PENSAMIENTO BASADO EN RIESGO . .
2 . 23de Dr. César Yené
40 (Gestién de riesgo) BIMESTRAL X
(NUEVO) agosto Dr. Pablo Lujan
Dr. Claudio Abiega
a1 FUNDAMENTO Y CONTROL DE LAS DISTINTAS TERAPIAS ANTICOAGULANTES 6de TRIMESTRAL Dr. Ricardo Forastiero
septiembre Dra. Cristina Duboscq
PASAA Dr. Gabriel Carballo
42 CURSO DE HISTOCOMPATIBILIDAD 2022 PASAA 2022 Or. Fernando Torletti
Dra. M. Isabel Giménez
43 EL ROL DEL LABORATORIO EN LA SEGURIDAD DEL PACIENTE s 2.? de TRIMESTRAL Dra. Silvana Daverio
eptiembre
CURSOS TEGRICO-PRACTICO DE MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS segundo Dra. Silvina Farrando
44 semestre a ADEFINIR " 2
(NUEVO) definir Dra. Maria Laura Sénchez
) segundo
PLASMA RICO EN PLAQUETAS: API;:E:‘[;I[)DNES, ALCANCES Y LIMITACIONES mestre a TRIMESTRAL Dra. Maria Victoria Nadal
definir
46 MEDICOS Y BIOQUIMICOS EN EL DIAGNOSTICO DE LA PATOLOGIA ONCOLOGICA PASAA PASAA Dra. Maria Rugiero
(NUEVO) 2022 2022 Dr. Eduardo Mormandi
47 ASPECTOS CITOLOGICOS Y MIC[FLUUBEI\(/][I;;JGICUS DEL EXAMEN DE ORINA ADEFINIR ADEFINIR Dr. Luis Palaoro
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SOLICITUD DE INSCRIPCION BIOQUIMICA

ASOCIACION D

DI/

ARGENTINA

ASOCIACION BIOQUIMICA ARGENTINA
Fundada el 3 de septiembre de 1934

Miembro Fundador:

Confederacién Unificada Bioquimica
de la Republica Argentina (CUBRAJ;
Coordinadora de Colegios Bioquimicos
de Ley de la Republica Argentina;
Sociedad de Bioquimica y Patologia
Clinica del MERCOSUR.

Institucién Invitada:

Ente Coordinador de Unidades
Académicas de Facultades de Farmacia
y Bioquimica [ECUAFyB]

Miembro Adherente:
Asociacidn Latinoamericana Patologia
Clinica.

Integrante:

Comisidn Nacional de Certificacién
Bioquimica (COCERBIN]; Comisidn

de Elaboracién de Normas y Guias
de Laboratorio del Ministerio de Salud
y Accidn Socia; Consejo Asesor y del
Comité de Auditoria Interna Programa
de Acreditacion de Laboratorios de la
Fundacién Bioquimica Argentina.

La ASOCIACION BIOQUIMICA ARGENTINA es la primera entidad Bioquimica de
nuestro pais, y la precursora de muchas otras en Latinoamérica.

Los objetivos que llevaron a su creacion, siguen vigentes en la actualidad:

1| Promover la educacidn continua de los bioquimicos.

2| Editar la Revista Bioquimica y Patologfa Clinica, que es la revista cientifica
de la Asociacidn, de distribucién cuatrimestral.

3| Desarrollar cursos de capacitacién y actualizacién, en la Ciudad de
Buenos Aires y el Interior del Pais.

4| Cada 2 afos, organiza en los afos pares el Congreso Nacional Biogquimico
y en los afos impares, las Jornadas de Actualizacién ABA.

5| Ensusede tiene un aula docente de 30 asientos y un moderno laboratorio
de trabajos practicos.

6| Asimismo, la Asociacion ha implementado el Programa de Certificacion
Bioquimica, mediante el cual se puede acceder a los Certificados de
Especialista, y de Actualizacién en una determinada especialidad o en
Bioquimica Clinica.

7| Enla Asociacién funcionan ademas, diferentes Comisiones Internas y las
Divisiones / Secciones, encabezadas por prestigiosos profesionales, para
asesoran a la Comisién Directiva y a sus socios.

8| La ABA tiene convenios de cooperacidn institucional con universidades
nacionales, privadas y fundaciones cientificas de prestigio.

Los socios de la ABA gozan de aranceles preferenciales en cualquier
actividad que desarrolla la Institucion y reciben la Revista ByPC sin cargo
adicional.
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Para asociarse, debe hacernos llegar esta solicitud completa en letra clara de imprenta y sin omitir ningln dato.
Adjuntar una foto carnet, una fotocopia del titulo (anverso y reverso, tamafo 10 x 15 cm] y -de elegir este sistema
de pago- el formulario de ingreso al sistema de débito automatico por tarjeta de crédito VISA o MASTERCARD
($45/mes). En su defecto deberd abonar un afio por adelantado ($540/afio)

En el caso que usted optara por el pago anual, puede hacerlo en efectivo en nuestra secretaria o mediante cheque
y/o giro postal a la orden de “Asociacién Bioquimica Argentina”, completo, sin abreviaturas.
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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.






