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TAPA

Regina Luisa Wigdorovitz de Wikinski (1930 - 2023)

El 28 de noviembre, a los 93 afios, fallecié la Dra. Regina
Luisa Wigdorovitz de Wikinski. Despedimos a una profesio-
nal, una docente y una investigadora que supo abrir cami-
nos y dejar huellas en su andar, pero, fundamentalmente,
despedimos a un ser de gran calidad humana, calidez y ge-
nerosidad.

La Dra. Wikinski era Bioquimica y Farmacéutica, egre-
sada de la Facultad de Farmacia y Bioquimica (FFyB) de la
Universidad de Buenos Aires (UBA] en 1952 4y 1959, respec-
tivamente. Obtuvo el titulo de Doctora en Farmacia y Bioqui-
mica de la misma Universidad en el afio 1983.

Tempranamente, la Dra. Wikinski comenzd su carrera
docente y en investigacion como becaria de posgrado de la
UBA trabajando en el tema “Metabolismo de anestésicos lo-
cales”, estudio que desarrolld junto al Dr. Jaime Abel Wikins-
ki, con quien formé una familia de 2 hijas, Silvia y Mariana,
y 3 nietos, Guillermo, Javier y Florencia, y con quien perma-
necié casada por mas de 60 afios hasta su fallecimiento el
2 dejuliode 2015. Regina Wikinski completd toda su carrera
docente en la UBA pasando por los cargos de Ayudante de
Primera, Jefa de Trabajos Practicos, Profesora Adjunta, Pro-
fesora Asociada, Profesora Titular y Profesora Titular Emé-
rita, con un periodo en el que ejerci6 el cargo de Profesora
Asociada en la Universidad Central de Venezuela.

Fue Directora del Departamento de Bioquimica Clinica de
la FFyB de la UBA desde 1986 hasta 1996. Por el convenio
firmado entre la FFyB, la Facultad de Medicina y el Hospital
de Clinicas “José de San Martin”, el Departamento de Bioqui-
mica Clinica se hizo cargo del Laboratorio Central del Hospi-
tal, y la Dra. Wikinski, de la direccién del mismo, cargo que
ocupd desde 1986 hasta 1996, y, luego, durante los afos
2006y 2007. Durante su gestién al frente del Departamento
de Bioquimica Clinica, emprendié multiples proyectos desa-
fiantes, como la concentracion de los distintos laboratorios
periféricos existentes en el Hospital, y, fundamentalmente,
persiguio el objetivo de fomentar la formacién de posgrado
de cada uno de los profesionales que se desempefiaban en
el Departamento. Es asi que personalmente dirigid distintas
tesis doctorales, tesis de maestria y trabajos finales de ca-
rreras de especializacién.

La Dra. Wikinski fue miembro del Consejo Directivo de la
FFyB entre 1990 y 1998 y presidi6 la Comisién de Investi-
gaciones de la UBA entre 1998 y 2006. También, ocupé el
cargo de Vicedecana de la FFyB entre noviembre de 1992 y
marzo de 1994 y fue reelecta para el periodo 1994 - 1998.

Regina Luisa Wigdorovitz de Wikinski
Foto: gentileza de su familia
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Luego, fue elegida Decana de la misma Facultad, funcién
que desempefi¢ entre marzo de 1998 y marzo de 2002, y
fue reelecta para el periodo 2002 — 2006.

La formacién de excelencia de los futuros bioquimicos
junto con el continuo progreso y evolucién de la profesion
bioquimica constituyeron pilares fundamentales de su tra-
bajo, el cual vehiculizd a través de la ensefianza universita-
ria con dedicacién, compromiso y fervor. En este contexto,
participé de distintas reformas curriculares impulsando la
creacién de orientaciones en el plan de estudios de la carre-
ra de Bioquimica y trabajando particularmente en |a Orienta-
cién de Bioquimica Clinica para la cual idedé una asignatura
denominada Laboratorio Avanzado en Bioquimica Clinica,
reflejo de su pensamiento con respecto a la relevancia de
la incorporacién de nuevos contenidos y destrezas para la
practica profesional. La Dra. Wikinski también impulsé la
creacién de carreras de especializacion en distintas areas
de la Bioquimica Clinica y ejercié la direccién de la corres-
pondiente al &rea de Quimica Clinica. Alo largo de su extensa
carrera como docente e investigadora, dicté innumerables
cursos de posgrado, ademds de conferencias y disertacio-
nes en jornadas y congresos nacionales e internacionales.

En el afio 2007, la Dra. Wikinski fundé y dirigié el Insti-
tuto de Fisiopatologia y Bioquimica Clinica (INFIBIOC) de
la UBA con el objetivo de impulsar el desarrollo de nuevas
herramientas bioquimicas y/o biotecnolégicas y de buscar
solucion a distintos problemas de la bioquimica clinica a tra-
vés de la formacién de recursos humanos y del desarrollo de
proyectos de investigacidn, para luego transferir los conoci-
mientos adquiridos y los avances alcanzados a la practica
clinica. La Dra. Wikinski fue Miembro de la Academia Nacio-
nal de Farmacia y Bioquimica y recibié importantes premios
y distinciones por los mdltiples logros alcanzados.

En el campo de la investigacion, la Dra. Regina Wikinski
desarrollé la mayor parte de sus trabajos y efectud impor-
tantes aportes en el drea de los lipidos, las lipoproteinas
y los factores de riesgo y biomarcadores de enfermedad
cardiovascular, tarea que desarrollé desde el Laboratorio
de Lipidos y Lipoproteinas (actual Laboratorio de Lipidos y
Aterosclerosis) fundado por ella en el afio 1969. Publicé nu-
merosos trabajos en revistas cientificas revisadas por pa-
res e indexadas en bases de datos relevantes, asi como en
revistas de divulgacion. Presentd incontables resimenes
en jornadas y congresos de su especialidad y fue autora de
revisiones y editoriales por invitacion, ademas de diversos

capitulos de libros. Esta destacada labor cientifica lallevé a
cabo en paralelo a la formacién de recursos humanos, ha-
biendo contribuido muy significativamente a la formacién
de multiples profesionales tanto en el aspecto cientifico
como docente y asistencial. La principal linea de investiga-
cién desarrollada por la Dra. Wikinski podria ser la relacio-
nada con las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL],
su cuantificacion y su evaluacién en distintas condiciones
fisioldgicas y patoldgicas a las cuales, al formar parte de los
denominados remanentes lipoproteicos, actualmente se
les confiere gran importancia por su rol en el proceso de for-
macién y progresién de la placa ateromatosa. Efectuando
un analisis retrospectivo, surge que la Dra. Regina Wikinski
fue probablemente la primera bioquimica que se dedicé al
estudio del metabolismo lipoproteico y a la caracterizacién
de las dislipemias en nuestro pais.

En lo personal, luego de haber desarrollado gran parte
de mi carrera a su lado con su guia y siguiendo sus conse-
jos desde mis inicios como estudiante y becario de la UBA
hasta convertirme en profesor de la FFyB e investigador de
CONICET, no puedo menos que sentir un profundo agradeci-
miento, una sincera admiracién y un enorme carifio. A quie-
nes nos formamos a su lado, la Dra. Wikinski nos ensefié
sobre lipidos, sobre bioquimica clinica, sobre ciencia, sobre
oratoria, sobre pedagogia, pero también nos ensefié cémo
escribir un trabajo cientifico o redactar un informe y hasta
nos enseno ortografia, sin olvidar sus ensefianzas sobre po-
litica universitaria y liderazgo. La Dra. Wikinski era una ver-
dadera MAESTRA, con todo lo que ello implica: pasidn, amor
y dedicacién por transmitir los conocimientos y habilidades
adquiridos tras toda una vida de estudio y trabajo. Como ella
misma nos conté en alguna oportunidad, a su regreso de
Venezuela con su familia, donde pasé los tiempos de la dic-
tadura, un diario publicé “(...] Volvieron los maestros (...)"
refiriéndose a ellay a sumarido, el Dr. Jaime Wikinski. Y aho-
ra, con tristeza y una gran sensacién de vacio, pero con el
orgullo de llevar parte de su legado, tenemos que decir: “ - Se
fue LAMAESTRA ...Hasta siempre, Doctora ...”.

Dr. Fernando D. Brites

Profesor Titular de Bioquimica Clinica, FFyB, UBA.
Investigador Principal de CONICET.

Director de Bioquimica y Patologia Clinica.
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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
de la Revista ByPC: http://revista.aba-online.org.ar/. No se aplicaran cargos
por el envio de articulos ni por procesamiento (APC).



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

Seguin 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, Fried| 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 (MO):
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].
e 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

R EVl STA B | O 0 U |’M | CA respuesta. Si lo considera necesario, puede agregar otros items
Y PATO LO G A C LINI [:A no incluidos en el formulario.

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

SECCION SI/NO COMENTARIOS

Titulo

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

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

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

Introduccion

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

¢Esta claramente definido el objetivo principal?

Materiales y métodos

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

¢Se menciona con claridad el disefio metodolégico?

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

¢El tratamiento estadistico es el adecuado?

Resultados

¢Los datos estan bien presentados?

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

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

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

Discusion

¢Los resultados son adecuadamente discutidos?

¢Se confrontan con referencias actualizadas de otros autores pertinentes?

¢Existen errores de célculo, interpretacién u omisién?

Conclusiones

¢Las conclusiones se soportan en los datos obtenidos?

éSon correctas y acordes al objetivo planteado para este estudio?

Referencias bibliograficas

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

¢Se consignan con el formato establecido para la revista?

Modificaciones sugeridas y recomendaciones para el/los autor/es

Comentarios exclusivos para el editor

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

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

2. Requirements for the submission of manuscripts

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

* Start each section or component on a new page.

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

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

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

* Include copyright transfers and other requests.

3. Letter

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



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

b] Clinical cases

c) Reviews

d] Letters to the Editor

e) Reports

f) Guides or Consensus

5. Preparation of the manuscripts

5.1. Overview:

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

5.2. The first page must contain:

a) The title that must be concise but informative.

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

c) Each workplace with the number assigned to the corresponding

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

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

Lipid and Atherosclerosis Laboratory, Department of Clinical Bio-

chemistry, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of

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

Full name of the author responsible for receiving the correspon-

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

dress.

d

5.3. The second page must contain:

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

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

b

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

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

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

b

(o

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

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

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

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

b

d



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

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

6. 1. Bibliographic citations:

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

a) Type of appointments

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

* Short appointment: Less than five lines.

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

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

b) Type of appointment according to wording

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

Examples:

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

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

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

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

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

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

6. 2. Bibliographic references:

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

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

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

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

a) Journal articles

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

* More than six authors:

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

* The organization as author:

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

 Without mentioned author:

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



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

e Volume with supplement:

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

* Number with supplement:

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

* Volume with part:

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

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

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

* No number, no volume:

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

* Collation in Roman numerals:

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

* Type of article indexed as required:

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

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

* Article containing a retraction:

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

* Retracted article:

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

* Article with errata published:

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

b) Books and other monographs

* Personal author (or authors):

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

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

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

* An organization as author and editor:

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

* Achapterin a book:

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

* Congress book:

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

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

7. Tables

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



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

8. Figures

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

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

10. Spelling and forms of expression

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

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

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

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

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

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

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

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

Control del cumplimiento las normas éticas en
la investigacion clinica, una tarea impostergable

Sibienlos experimentos que realizaron los médicos nazis
durante la segunda guerra mundial no son el primer ejemplo
de ensayos nocivos con sujetos humanos sin su consenti-
miento, no tenfan precedentes en cuanto al alcance, propor-
cién de dafios y sufrimiento a los que se sometié a dichos
sujetos. En diciembre de 1946, el Tribunal de Crimenes de
Guerra en Niremberg acusé a 20 médicos y 3 administra-
dores por su participacién voluntaria en la tortura sistema-
tica, la mutilacion y la matanza de prisioneros durante los
experimentos. Dictamind que los acusados habian subver-
tido los principios éticos de la profesién médica y cientifica
y violado reiterada y deliberadamente los derechos de los
sujetos humanos. El tribunal condend las acciones de estos
acusados como crimenes de lesa humanidad. En el veredic-
to de agosto de 1947, los jueces incluyeron una seccién lla-
mada “Experimentos médicos permisibles”. Esta seccién se
conocié como el Cédigo de Niremberg y fue el primer cédigo
internacional de ética de la investigacién. A esta iniciativa,
la sigui6 la declaracion de la Asociacién Médica Mundial co-
nocida como la Declaracion de Helsinki, redactada en 1964,
que tuvo sucesivas enmiendas (Tokio 1975, Venecia 1983,
Hong Kong 1989, Sudafrica 1996, Edimburgo 2000, Tokio
2004 yBrasil 2013).

En 1966, H.K. Beecher publicé un estudio en New England
Journal of Medicine titulado «La ética y la investigacion cli-
nica». El autor revisé unos 22 estudios que, en su opinién,
habian sido realizados violando los principios de la Declara-
cién de Helsinki por investigadores establecidos y respeta-
dos y que fueron publicados en revistas cientificas presti-
giosas. Las fallas mas frecuentemente sefialadas fueron un
disefio del estudio cuestionable y la falta de consentimiento
informado.

El estudio Beecher tuvo un impacto importante en el pu-
blico general, y poco después (en su mayoria, a través de
la prensa), se fueron descubriendo otros casos de investi-
gaciones cuestionables. Entre ellos, el mas conocido fue el
estudio longitudinal de Tuskegee, que tenia como objetivo
estudiar la evolucién natural de la sifilis. Este estudio habia
sido iniciado en 1932 con 300 participantes afroamerica-
nos, de escaso nivel educativo, y 300 controles. Cuando
se comenz6 con la produccién industrial de la penicilina
en 1943, y esta estuvo disponible para el publico general a
principios de los afios 1950, los investigadores no informa-
ron a los participantes con sifilis y continuaron la observa-
cién pasiva hasta 1966, afio en que se realizé una auditoria
local del estudio. Se identificaron varias faltas graves a la
ética, y los auditores recomendaron el cese inmediato del
estudio y, en un mayor nivel, se mostraron a favor de un
sistema de regulacién federal de la investigacidn cientifica

en seres humanos.

A partir de alli, comienza un enorme debate que culminé
con el Informe Belmont de 1979, redactado por la Comisién
Nacional para la Proteccidn de los Sujetos Humanos de In-
vestigacién Biomédica y Comportamental de E.E.U.U. Este
es el documento base que contiene los principios éticos
que deben regir una investigacién cientifica: respeto a las
personas, beneficencia yjusticia.

En la mayoria de las investigaciones en las que se em-
plean sujetos humanos, el respeto a las personas exige que
los sujetos ingresen a la investigacién voluntariamente y
con la informacién adecuada. Sin embargo, en algunos ca-
sos, la aplicacion del principio no es obvia, ya que no todo
ser humano es capaz de autodeterminacién. El poder de au-
todeterminacién madura a la largo de la vida del individuo,
y algunos de estos pierden este poder completamente o en
parte a causa de enfermedad, de disminucién mental o de
circunstancias que restringen severamente su libertad. El
respeto por los que no han llegado a la madurez y por los
incapacitados puede requerir que se les proteja hasta que
alcancen ese estado o mientras dure la incapacidad.

Se trata alas personas de manera ética no solo respetan-
do sus decisiones y protegiéndolas de dafio, sino también
esforzandose por asegurar su bienestar. Esta forma de pro-
ceder cae dentro del ambito del principio de beneficencia,
entendida como la obligacién de “maximizar los beneficios
posibles y disminuir al minimo los posibles dafios.” (Informe
Belmont, 1978:8)

La justicia entrafia un principio mucho mas dificil de pre-
cisar que los anteriores, pues trata de la equidad, de quién
debe ser el beneficiario de la investigacién y quién debe
sufrir las cargas. Para respetarla, habrad que asegurar que
los beneficios resultantes de la investigacién puedan ser
usufructuados por toda la sociedad. De igual manera, serd
necesario velar por que los sujetos reclutados para una
investigacién no provengan sistemdticamente de grupos
vulnerables por causas sociales, étnicas, religiosas o judi-
ciales.

Por su parte, el Consejo Internacional de Organizacio-
nes de las Ciencias Médicas (CIOMS], en 1982, trabajé en
el documento Propuesta de Pautas Eticas Internacionales
para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos en cola-
boracién con la OMS, revisado y reeditado en 1993 y 2002.
Estas pautas son conocidas como Guias de la CIOMS-OMS.
La finalidad del documento era proteger a los posibles parti-
cipantes de la investigacion.

El cumplimento de estos principios debe estar sosteni-
do y regulado por normas de indole nacional que permitan
monitorearlos, de forma de no permitir la realizacién de
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aquellas investigaciones que los vulneren y que habiliten
acciones judiciales que castiguen a quienes realicen inves-
tigaciones que, en sus proyectos, enuncien la aplicacion de
practicas acordes con estos principios, pero que, en su im-
plementacion, no las lleven a cabo.

En Argentina, el primer proyecto de regulacién en la te-
matica data de 1990, proyecto que fuera presentado para la
Ley 11044 de la Provincia de Buenos Aires, que permaneci6
por diez afios aprobada, pero sin reglamentarse hasta 2008
(Decreto reglamentario 3385/08). Fue recién en 1997
cuando se implementd la normativa de la Administracion
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia (Anmat,
5330/97], que establecié como requisito la aprobacion de
las investigaciones por parte de un comité de ética indepen-
diente.

En los afos que siguieron, varias provincias promulgaron
leyes referidas a la bioética y a la ética en la investigacién
con seres humanos hasta culminar conlaley3301/2009y
el Decreto Reglamentario n.” 58 de 2011 de la Ciudad Auté-
noma de Buenos Aires.

Aun no se cuenta con una ley en el dmbito nacional que
legisle sobre esta tematica y solo disponemos de una serie
de resoluciones y disposiciones: la Resolucién del Ministe-
rio de Salud de la Nacién n.” 1480/112, que aprueba la Guia
para la investigacion clinica con seres humanos; la Resolu-
cién del Ministerio de Salud de la Nacién n.” 610/073, que
establece la competencia del INCUCAI para regular sobre la
aplicacion de células de origen humano para su uso en seres
humanos;la disposicién ANMAT n.* 6677/104, que aprueba
el «Régimen de buena practica clinica para estudios de far-
macologia clinica»(ib.}, que deroga su antecesora y pionera
disposicién 5330/97; la Disposicién ANMAT n.* 969/97, que
aprueba el «Régimen aplicable a los estudios clinicos de
tecnologia médica»(ib.], y la resolucién 1002/2016, que
establece la creacién del Comité Nacional Asesor en Etica
en la Investigacion. Este comité esta conformado por refe-
rentes de los comités provinciales de ética en investigacion
— u organismos similares — de cada provincia y cuenta para
su asistencia y actualizacién permanente, con el apoyo de
comisiones técnicas asesoras conformadas por expertos
en investigacion y en ética en investigacion.

Este conjunto de regulaciones vigentes, que presentan
un grado interesante de diversidad y laxitud, si bien tienen
diferente rango normativo, establecen requisitos que deben
ser cumplidos para llevar a cabo una investigacion clinica;
sin embargo, su cumplimiento y aplicacién son aun suma-
mente heterogéneos e insuficientes. Las razones para ello
estriban en que las instancias en que se ha delegado la
evaluacion, aprobacién o rechazo y el monitoreo de las in-
vestigaciones que involucran a seres humanos, los comités
institucionales de ética, tienen alin una heterogeneidad im-
portante en cuanto a su conformacién y al nivel académico
de formacién en ética, hecho que se suma a falencias ad-
ministrativas derivadas de la falta de presupuesto yd inte-
grantes con dedicacidn exclusiva a la tarea.

Otra cuestién pendiente, que seguro amerita un consen-
so entre todos los actores implicados, es que las investiga-
ciones estan sujetas al cumplimiento de esta normas, y la
definicién de investigacién, en la mayoria de ellas, no deja
claro si aplican solo a aquellas que estiman la eficacia clini-
ca de nuevos tratamientos o métodos diagnésticos o sitam-
bién involucran aquellas que evaldan la implementacién de
tratamientos o métodos diagndsticos ya autorizados por
la autoridad competente, pero diferentes de los utilizados
hasta el momento de comenzar el estudio en una institu-
cién. Esta diferencia no es menor, dado que esta modifica-
cién de los tratamientos o métodos de diagndstico puede
redundar en una menor eficacia clinica o en dafios y efectos
adversos no deseados.

Los bioquimicos, en nuestra actividad asistencial y de
investigacién aplicada, estamos atravesados por todas es-
tas cuestiones. A ello se suma el hecho de que, por nuestra
formacion, somos de los profesionales de salud en el ambito
asistencial con mas robusta formacién en metodologia de la
investigacidn; por ello, es importante que, desde la forma-
cién de grado y en la formacidn de posgrado, esta tematica
tome la envergadura que merece. Es, ademas, fundamental
que todas las entidades bioquimicas estén involucradas y
presentes en el debate de |a actualizacién del marco regu-
latorio, asi como también, en las instancias de control del
cumplimiento de las normas vigentes.

* Dr. Jaime Kovensky

Jefe Dto. Servicios Centrales Diagnéstico y Tratamiento
Hospital de Quemados Arturo U. lllia, Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Especialista en Bioquimica Clinica
Area Bacteriologfa Clinica

Prof. adjunto, Carrera de Medicina
Universidad Nacional de la Matanza
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Microbiota vaginal y su relacion con la infeccion por el virus del papiloma humano
Vaginal microbiota and its relationship with human papilloma virus infection.
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Resumen Objetivos: Determinar la prevalencia de infeccion por el virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-ar] en distintos
grupos etarios y segln grado de lesion. Establecer la prevalencia de vaginosis bacteriana, candidiasis y trichomoniasis
en los grupos estudiados y caracterizar las especies de lactobacilos segin el tipo de lesidn. Evaluar la disfuncién vaginal
mediante los estados vaginales basicos por balance del contenido de la vagina en pacientes infectadas por el virus del
papiloma humano, segun tipo de lesidn, en comparacién con pacientes control no infectadas. Materiales y Métodos:
Se llevé a cabo un estudio transversal. Se realizé un examen clinico y se tomé una muestra para estudio de estados
vaginales basicos y cultivo. La identificacién de especies se realizé por MALDI TOF-MS. Se determinaron los tipos de
VPH-ar con gPCR multiplex. Se utilizé test de chi cuadrado y Fisher y se considerd significativo p<0,05. Resultados: Se
estudiaron 741 pacientes divididas en 3 grupos: grupo 1 (18 - 24 afios) n= 138; grupo 2 (25 - 50 afios) n =456 y grupo
3 [>50afos]) n= 147. Addemas, las pacientes fueron subdivididas en VPH negativas, VPH positivas sin lesion, con lesion
intraepitelial escamosa de bajo grado (L-SIL], con lesién intraepitelial escamosa de alto grado / carcinoma de cuello
uterino (H-SIL/CC). EIVPH16 fue el tipo de VPH-ar mas asociado con H-SIL/CC (grupo 1: 63,6 %, grupo 2: 43,8 % y grupo 3:
100%). La prevalencia de estados vaginales basicos de desbalance en H-SIL/CC fue para el grupo 1 de 72,7 % (p=0,03),
para el grupo 2 de 53,1 % (p =0,05) y no se detectaron casos en el grupo 3. La patologia mas prevalente fue la vaginosis
bacteriana en los tres grupos (p<0,001). En el grupo 1, el 54,2 % de las pacientes VPH16+ tuvo vaginosis bacteriana
asociada (p = 0,054). Las pacientes con H-SIL/CC tuvieron una prevalencia de: 21,4 % de Lactobacillus crispatus, 42,9
% de L. jenseniiy 14,3 % de L. iners. Conclusiones: EI VPH16 fue el tipo mas prevalente en el grupo 1 y en el grupo 2. Se
observé mayor desbalance de la microbiota en pacientes H-SIL/CC en el grupo 1 y el grupo 2 y una baja prevalencia de L.
crispatus, alavez que unincremento de L. jenseniiy L. iners.

Palabras clave: prevalencia, Papillomaviridae, virus del papiloma humano 16, vaginosis bacteriana, candidiasis
vulvovaginal, enfermedades vaginales, desbalance vaginal, trichomoniasis, Lactobacillus.

Abstract  (Objectives: i) to determine the prevalence of high-risk Human Papilloma Virus (hrHPV) infection in different age groups
andaccordingtothe degree of lesion; ii) to establish the prevalence of bacterial vaginosis, candidiasis and trichomoniasis
in the groups studied and to characterize the species of lactobacilli according to the type of lesion; and iii) to assess
vaginal dysfunction through the balance of vaginal content by basic vaginal states in HPV-positive patients by lesion type
compared to a control without infection. Materials and Methods: Cross-sectional study. Patients were clinically examined
and samples were collected for the study of basic vaginal states and culture. Species were identified by MALDI TOF. hrHPV
types were determined by multiplex gPCR. Chi square and Fisher tests were used, considering p<0.05 as significant.
Results: Atotal of 741 patients were studied. They were divided into three groups: Group 1 (18-24 years) n=138, Group
2 (25-50 years) n=456 and Group 3 (>50 years) n=147.They were also divided into HPV negative patients, HPV positive
without lesion, Low Grade Squamous Intraepithelial Lesion (L-SIL), and High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion/
Cervical Cancer [H-SIL/CC). HPV16 was the hrHPV type most associated with H-SIL/CC (Group 1: 63.6%, Group 2: 43.8%
and Group 3 100%). The prevalence of basic vaginal states of unbalance in H-SIL/CC was: Group 1: 72.7% (p=0.03), Group
2: 53.1% (p=0.05) and Group 3: no cases. In the three groups, the most prevalent infection was bacterial vaginosis
(p<0.001). In Group 1, 54.2% of the HPV16 patients had associated bacterial vaginosis (p=0.054). Patients with H-SIL/
CC had a prevalence of 21.4% of Lactobacillus crispatus, 42.9% of L. jensenii, and 14.3% of L. iners. Conclusions: HPV16

1SS 1515.6761 was the most prevalent type in Groups 1 and 2. Results also showed a higher unbalanced microbiota in H-SIL/CC patients
ISSN-e 2684-0359 in Groups 1 and 2 and a low prevalence of L. crispatus and anincrease in L. jensenii and L. iners.
Codigo bibl.: ByPC Key Words: Prevalence, Papillomaviridae, Human papillomavirus 16, Bacterial Vaginosis, Vulvovaginal Candidiasis,
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Perazziy col. Microbiota vaginal y su relacién con la infeccion por el virus del papiloma humano. E

Introduccién

La vagina y las comunidades bacterianas que alli residen
son un ejemplo de ecosistema finamente equilibrado. El hués-
ped proporciona beneficios a las comunidades bacterianas en
forma de nutrientes, algunos de los cuales provienen de las
células descamadas y otros, de las secreciones glandulares.
Las comunidades bacterianas juegan un papel protector con-
tra infecciones del tracto genital inferior, tales como vaginosis
bacteriana (VB], candidiasis, infecciones de transmision se-
xual (ITS) e infecciones del tracto urinario (ITU]. Los lactoba-
cilos son las especies mas abundantes en las comunidades
vaginales, en las mujeres en edad reproductiva; benefician al
huésped, ya que son capaces de producir 4cido lactico, que re-
duce el pH vaginal y protege de microrganismos potencialmen-
te dafinos.

La microbiota no es constante a lo largo de la vida de la mu-
jer; varia desde el nacimiento, con un predominio de lactobaci-
los enla primera semanade vida; luego, hastalamenarca, lava-
gina es colonizada por microbiota intermedia, correspondiente
a bacterias de localizacién intestinal y de piel. En la pubertad,
como consecuencia de la maduracion del eje hipotalamo-hi-
pofiso-gonadal, vuelven a predominar especies de lactobaci-
los y, en menor proporcién, una gran variedad de especies de
bacterias aerobias y anaerobias, e inclusive de levaduras. Es
entonces admisible reconocer la influencia de la estimulacién
hormonal, principalmente de origen estrogénico, en la coloni-
zacién vaginal, con un predominio de microbiota lactobacilar®?.

En las mujeres adultas sanas, el pH se encuentra entre 3,5
y4,5; y a su vez, las especies predominantes de lactobacilos
mantienen el pH bajo a través de su actividad de fermentacién
de glucégeno, que protege el drea contralainvasion de microor-
ganismos indeseables®. Recientemente, los métodos molecu-
lares han demostrado la presencia de Lactobacillus crispatus,
L. gasseri, L. jensenii y L. iners como gérmenes mas comunes®.

Existen, ademas, diversos factores que pueden influenciar
la composicién del microbioma vaginal, los que se dividen en
no modificables (raza/etnia, edad, ciclomenstrual] y en mo-
dificables [utilizacion de distintos métodos anticonceptivos,

comportamiento sexual, duchas vaginales, tabaquismo y
dieta)®. Es conocido el hecho de que un microbioma vaginal
balanceado puede prevenir las infecciones del tracto genital
inferior, mientras que la falta de lactobacilos favorece el desa-
rrollo de VB y la adquisicién de ITS como herpes virus, virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH] y virus papiloma humano
(VPH)"8.

Evidencia reciente sugiere que el estado del microbioma
podria influenciar el desarrollo del cancer, situacidn que ya ha
sido caracterizada para el microbioma gastrointestinal®.

En cuanto a la relacién entre el cancer ginecoldgico y el
desbalance del microbioma, el ejemplo mas claro encontrado
hasta este momento es el desarrollo de tumores VPH relacio-
nados. La infeccién por VPH es extremadamente comun: el 50%
de las mujeres menores de 30 afios tendra una prueba de VPH
positiva en un periodo de 3 afios'C. Asimismo, la presencia de
este virus podria seleccionar el ecosistema microbiano vaginal
acompanfiante. Un estudio demuestra que las mujeres con in-
feccién y con VPH presentaron en sus microbiomas aumento
del contenido de L. gasseri y Gardnerella vaginalis*!. En cam-
bio, los microbiomas balanceados demuestran mayor cantidad
de L. crispatust®13,

Factores mecdanicos como las duchas vaginales o las
relaciones sexuales y factores biolégicos como la VB*41° o
ITS®6 alteran el microambiente vaginal y han sido identifica-
dos como cofactores en la persistencia de la infeccién por
VPH.

Esto sugiere que factores adicionales actdan en conjunto
con el VPH para influenciar el desarrollo de cancer cervical.

Los objetivos de este trabajo fueron: 1) Determinar la pre-
valencia de VPH de alto riesgo (VPH-ar] en distintos grupos
etarios y segun grado de lesion, 2] Establecer la prevalencia
de VB, candidiasis y trichomoniasis en los grupos estudia-
dos y caracterizar las especies de lactobacilos, segln el tipo
de lesion y 3] Evaluar la disfuncién vaginal mediante los es-
tados vaginales basicos (EVB) por metodologia del balance
del contenido vaginal (BACOVA) en pacientes VPH positivas,
segun tipo de lesién, en comparacién con un control.

Tabla . Prevalencia de los distintos tipos de virus del papiloma humano de altoriesgo, en funcién de los grupos etarios estudiados.

Grupo de 18-24 afios Grupo de 25-50 afios Grupo mayor de 50 afios
N % N % N %

VPH 16 24 17,4 49 10,7 9 6,1
VPH 18 I3 51 5 1,1 5 34
VPH 45 0 3 0,7 2 1,4
VPH 31,33 14 10,1 24 5,3 1 0,7
VPH 52,58 9 6,5 16 3,5 2 1,4
VPH 66 6 4,3 ? 1,5 4 2,7
Otros tipos 19 13,8 49 10,7 20 13,6
Negativo 59 42,8 303 66,5 104 70,7
TOTAL 138 100 456 100 147 100

» VPH, virus del papiloma humano

ByPC ene-abr 2024; 88(1):22-30 // ISSN-e 2684-0359



m Perazziy col. Microbiota vaginal y su relacion con la infeccién por el virus del papiloma humano.

Materiales y Métodos

Se realizé un estudio consecutivo, descriptivo, de corte
transversal. Se examinaron pacientes entre 18 y 85 afios,
con inicio de relaciones sexuales, atendidas en el Programa
de Prevencion, Diagnéstico, Terapéutica y Vacunacién en el
Tracto Genital Inferior, entre octubre del 2015 y junio del
2021. Este trabajo fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital y todas las pacientes dieron su consentimiento in-
formado.

La poblacién estudiada se clasificé en los siguientes gru-
pos etarios: grupo 1 (18- 24 afios), grupo 2 (25- 50 afios] y
grupo 3 (>50 afios). A su vez, cada grupo etario se subdivi-
dié en: pacientes VPH negativas (grupo control], pacientes
VPH positivas sin lesién, pacientes con lesién intraepitelial
escamosa de bajo grado (L-SIL}, pacientes con lesién in-
traepitelial escamosa de alto grado / carcinoma de cuello
uterino (H-SIL/CC).

Los criterios de exclusién fueron: uso de antibiéticos
(ATB) locales o sistémicos dentro de los 15 dias previos a
la consulta; embarazadas, malformaciones genitales; pa-
cientes en tratamiento con corticoides o quimioterapia; sin
inicio de relaciones sexuales y quienes no tuvieran absti-
nencia sexual dentro de las 48 h previas al estudio.

En el consultorio, previa firma del consentimiento infor-
mado, se recabaron los datos para completar la historia
clinica. Se tomé muestra exo y endocervical para citologfa,
(con espéatula de Ayre y cytobrush).

Se realizé colposcopia a todas las pacientes con un au-
mento de 16x, previa aplicacidn de un spray de acido acé-
tico sobre el cuello uterino. Los datos recabados de la col-
poscopia fueron catalogados de acuerdo con la clasificacién
de la International Federation of Colposcopy and Cervical
Pathology (versién 2011)*".

Las citologias fueron coloreadas con la técnica de Papa-
nicolaou, la cual se informé segun la clasificacién de Bethes-
da (versién 2014)*8. Las muestras histolégicas fueron in-

formadas de acuerdo con la clasificacién propuesta por el

LAST (Lower Anogenital Squamous Terminology) Project®®.

A todas las pacientes se les realizé examen clinico y toma

de fondo de saco vaginal para el estudio microbiolégico por

metodologia convencional y estudio de los EVB mediante

BACOVA.

El estudio microbiolégico del contenido vaginal incluyé
los siguientes examenes:

1. Extendidos para coloracién de Gram y May-Grunwald
Giemsa prolongada

2. Observacioén en fresco con 1 ml de solucién fisiolégica
(SF)

3. Determinacion de pH de la secrecién vaginal

4. Observacion en fresco con 1 ml de KOH al 10 % y prueba
de aminas

5. Cultivo en medio liquido (tioglicolato modificado] para T.
vaginalis, con incubacién de 7 dias a 37°C en atmdsfera
de 5% de C0,%0.

6. Cultivo en agar base Columbia con 5% de sangre humana
y en agar Man Rogosa, con incubacién de 48 ha 37°C en
atmosfera de 5 % de CO,, conservando la muestra en me-
dio de Stuart.

La deteccidn de candidiasis se realiz6 a través de la ob-
servacidn en fresco con solucidn fisioldgica (SF) y con KOH al
10 % y por cultivo en agar Sabouraud y agar sangre. La inves-
tigacién de T. vaginalis se realizé a través de la observacién
microscdpica directa con SF, la coloracién de May-Grunwald
Giemsa prolongada y el cultivo en tioglicolato modificado®:22,
El diagnéstico de VB se realizé utilizando el criterio de Nu-
gent??, El estudio del BACOVA incluyé el andlisis morfolégico
del contenido vaginal en funcién de larelacién del valor numé-
rico (VN] y la reaccion inflamatoria vaginal (RIV), y se identi-
ficaron 5 EVB: microbiota normal (1], microbiota normal méas
reaccién inflamatoria (I1], microbiota intermedia (lI1], VB (IV)
y vaginitis microbiana inespecifica (V)23

Para el aislamiento de las distintas especies de lactobaci-

Tabla Il. Prevalencia de los distintos tipos de virus del papiloma humano de alto riesgo, en funcién del grado de lesién

intraepitelial escamosa en el grupo de 18-24 afios.

Sin lesién LSIL H-SIL/CC
N % N % N %
VPH 16 10 9,6 I3 30,4 I3 63,6
VPH 18 5 48 1 4.4 1 9,1
VPH 45 0 0 0 0 0 0
VPH 31,33 10 9,6 4 17,4 0 0
VPH 52,58 I3 6,8 2 8,7 0 0
VPH 66 6 5,8 0 0 0 0
Otros tipos 15 14,4 3 13,0 1 9,1
Negativo 51 49,0 6 26,1 2 18,2
Total 104 100 23 100 11 100

» LSIL, lesién intraepitelial escamosa de bajo grado; H-SIL/CC, lesién intraepitelial escamosa de alto grado / carcinoma de cuello uterino; VPH, virus del

papiloma humano.
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los, se utilizé el agar sangre y el agar Man Rogosa, y la iden-
tificacién se realiz6 mediante espectrometria de masa BDTM
Bruker MALDI-TOF (desorcion/ionizacién laser asistida por
matriz, con detector de iones por tiempo de vuelo), utilizando
una base de datos que incluyé mas de 90 especies de lacto-
bacilos y considerando un score >1,7 para nivel de especie?,
método validado contra secuenciacion del gen ADNr 16S (mé-
todo de referencia)®.

Para la deteccién de VPH-ar, a las muestras de las pacien-
tes se lerealizé una prueba de PCR real time multiplex, AmpFi-
re Multiplex HPV Assays (catalog number: MHPVF1618-100),
que detecta la presencia de 15 tipos de VPH-ar y, simultanea-
mente, de VPH-16 y 18 en una reaccién mas un control inter-
no (gen de -globina humana) con deteccién fluorescente iso-
térmica en tiempo real. Las sondas especificas para VPH-16,
VPH-18, VPH-ar no 16/18 (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
58,59, 66, 68) y el control interno se marcaron con CY5, ROX,
FAM y HEX, respectivamente. La falta de una curva de ampli-
ficacién exponencial en el canal HEX se interpreté como un
resultado no vélido®®.

Andlisis de datos

Para comparar las prevalencias de los EVB y de las espe-
cies de lactobacilos, de candidiasis, VB y trichomoniasis en
los distintos grupos etarios y subgrupos, atendiendo a la le-
sién intraepitelial que la paciente presenté y de acuerdo con
el tipo de VPH-ar, se utilizé el test de chi cuadrado (?), Odds
Ratio y el test de Fisher. Se considerd significativo un valor de
p <0,05. El analisis estadistico fue realizado con el software
Epi Data® versién 7.2.2.6 (Centers for Disease Control and
Prevention, U.S. Department of Health & Human Services).

Resultados

Se estudiaron 741 pacientes divididas en 3 grupos eta-
rios: grupo 1 (18-24 afos) (media=21,6; IC95% 21,7-21,9;
n=138]), grupo 2 (25-50 afios) (media=35,2; IC95% 34,5-

35,8; n=456] y grupo 3 (mayor de 50 afios) (media=62,17;
IC95% 60,7-63,6; n=147). Para el anélisis de los resultados,
se excluyeron las muestras de las pacientes en las que no
hubo amplificacién del gen control en el test de deteccidn del
VPH-ar.

La prevalencia de infeccion por VPH-ar en las pacientes
del estudio se muestra en la tabla I. Las prevalencias de los
distintos tipos de VPH-ar en funcién de las lesiones intraepi-
teliales escamosas se presentan enlas tablas I, lll y IV. En el
grupo 1, el VPH16 se asocid al 63,6 % (7/11] de las lesiones
H-SIL/CC. En el grupo 2, el VPH 16 se asocid al 43,8 % de las
lesiones H-SIL/CC (14/32). En el grupo 3, se detectd un caso
de VPH16 asociado a H-SIL/CC.

La prevalencia de EVB de desbalance del contenido vagi-
nal (Ill, IV y V] en el grupo 1, fue la siguiente: subgrupo VPH
negativas: 35,3 % (18/51); subgrupo VPH positivas sin lesion
intraepitelial: 35,8 % (19/53; 0R=1,02; p=0,56); subgrupo
L-SIL: 52,2 % (12/23; OR=2,0; p=0,13) y subgrupo H-SIL/CC
72,7 % (8/11; 0R=4,89; p=0,03).

La prevalencia de EVB de desbalance del contenido vagi-
nal (Il IVy V) en el grupo 2 fue la siguiente: subgrupo VPH ne-
gativas: 35,8% (101/282]); subgrupo VPH positivas sin lesion
intraepitelial: 35,2 % (38/108; 0R=0,99; p=0,53]; subgrupo
L-SIL: 55,9% (19/34; 0R=2,28; p=0,01) y subgrupo H-SIL/CC
53,1% (17/32; 0R=2,63; p=0,05].

La prevalencia de EVB de desbalance del contenido vagi-
nal (Ill, IV y V] en el grupo 3 fue la siguiente: subgrupo VPH
negativas: 20 % (20/100; subgrupo VPH positivas sin lesion
intraepitelial: 24,3 % (9/37; p=0,37); subgrupo L-SIL: 16,7%
(1/6; p:U,BB]. No se detectaron casos de desbalance en el
grupo H-SIL/CC. Todos los grupos presentaron mayores pre-
valencias de VB (34,0 %, 31,1 % y 15,3 %) que de candidiasis
(22,7 %,21,2%y6,? %) y de trichomoniasis (2,8 %,3,6 %y 1,3
%), respectivamente, por lo que estas diferencias resultaron
estadisticamente significativas para los tres grupos estudia-
dos (p =<0,001).

Tabla Ill. Prevalencia de los distintos tipos de virus del papiloma humano de alto riesgo, en funcion del grado de lesién

intraepitelial escamosa en el grupo de 25-50 afios.

Sin lesidn LSIL H-SIL/CC

N % N % N %
VPH 16 26 6,7 9 26,5 14 43,8

VPH 18 3 0,8 2 5,9 0 0

VPH 45 3 0,8 0 0 0 0
VPH 31,33 17 4,3 4 11,8 3 9,4
VPH 52,58 11 2,8 3 8,8 2 6,2

VPH 66 6 1,5 1 2,9 0 0
Otros tipos 42 10,8 2 5,9 5 15,6
Negativo 282 72,3 13 38,2 8 25
TOTAL 390 100 34 100 32 100

» LSIL, lesién intraepitelial escamosa de bajo grado; H-SIL/CC, lesién intraepitelial escamosa de alto grado / carcinoma de cuello uterino; VPH, virus del

papiloma humano.
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La prevalencia de VB, candidiasis y trichomoniasis de
acuerdo con el VPH-ar se observaenlatabla V.

El andlisis de prevalenciade VB en el grupo 1 fue el siguien-
te: VPH-negativo 27,5 % (14/51]; VPH positivo sin lesién 34,0
% (18/53; 0R=1,35; p=0,24); L-SIL 43,5 % (10/23; OR=2,03;
p=0,09]; H-SIL/CC 54,5 % (6/11; 0R=3,17; p=0,05), mientras
que en el grupo 2 fue: VPH negativo 30,4 % (85/280); VPH po-
sitivo sin lesion 25 % (27/108; 0R=0,69; p=0,07); L-SIL52,9 %
(18/34; 0R=2,58; p=0,01); H-SIL/CC 43,7 % (14/32; OR=1,78;
p=0,06). En el grupo 3, fue: VPH negativo 14 % (14/100); VPH
positivo sin lesiones 18,9 % (7/37; 0R=1,43; p=0,24]; L-SIL
16,7 % (1/6; 0R=1,53; p=0,34); no se detectaron casos de VB
en pacientes con H-SIL/CC.

El andlisis de prevalencia de candidiasis en el grupo 1 fue
el siguiente: VPH negativo 25,5 % (13/51]; VPH positivo sin
lesion 28,3 % (15/53; 0R=1,15; p=0,38]; L-SIL 17,4 % (4/23;
0R=0,62; p=0,23); no se detectaron casos de infeccion por
candidiasis en pacientes H-SIL/CC. En el grupo 2, |a prevalen-
cia fue: VPH negativo 21,8 % (61/280); VPH positivo sin lesio-
nes 25,9 % (28/108; OR=1,25; p=0,19); L-SIL 20,6 % (7/34;
0R=0,93; p=0,45]; H-SIL/CC 12,5 % (4/32; OR=0,51; p=0,11).
En el grupo 3 fue: VPH negativo 8 % (8/100]; VPH positivo sin
lesiones 2,7 % (1/37; 0R=0,32; p=0,15); L-SIL 16,7 % (1/6;
0R=2,3; p=0,25J; no se detectaron casos de infeccién por
candidiasis en pacientes H-SIL/CC.

El andlisis de prevalencia de trichomoniasis en el Gru-
po 1 fue: VPH negativo 5,9 % (3/51) y H-SIL/CC 9,1 % (1/11;
OR=1,16; p=0,34]. No se detectaron casos de infeccion por
trichomoniasis en VPH positivos sin lesiones y L-SIL. En el
grupo 2, la prevalencia fue: VPH negativo 2,6 % (10/280); VPH
positivo sin lesiones 2,8 % (3/108; 0R=0,77; p=0,37]; L-SIL
11,8 % (4/34; 0R=3,6; p=0,05); no se detectaron casos de in-
feccién por trichomoniasis en pacientes con H-SIL/CC. El gru-
po 3 fue VPH negativo 2 % (2/100]. No se detectaron casos
de infeccidn por trichomonas en los otros grupos estudiados.

De 741 muestras totales del estudio, se detecté micro-

biota lactobacilar en 479 muestras (grupo 1 n=82; grupo 2
n=283 y grupo 3 n=114], de las cuales se pudieron caracte-
rizar 253 lactobacilos cultivables. La frecuencia de las dife-
rentes especies de lactobacilos encontradas en las pacientes
del estudio, segun el tipo de lesién por VPH se observa en la
tabla VI. Lactobacillus jensenii presenté una prevalencia de
42,9 % en pacientes con H-SIL/CC, con respecto a un 24,8 %
en el grupo control (0R=2,27; p=0,08]. Lactobacillus iners
present6 una prevalencia de 14,3 % en pacientes con H-SIL/
CC, con respecto a un 4,1 % en el grupo control (OR=3,86;
p=0,09). Las pacientes con H-SIL/CC tuvieron una prevalen-
ciade 21,4 %de L. crispatus.

Discusién

Existe evidencia sdlida de que la infeccién por VPH es ne-
cesaria, pero no, suficiente para el desarrollo del carcinoma
de cuello uterino. Se han identificado mas de 200 tipos de
VPH, en la actualidad, 40 de los cuales estan asociados a in-
fecciones del tracto anogenital, y solamente algunos, con la
carcinogénesis cervical (principalmente, el tipo VPH-16)%’. El
principal factor en la carcinogénesis cervical es la infeccién
transformante por VPH, aunque el resto de los factores per-
manecen sin dilucidar. Uno de los factores que ha cobrado
mayor importancia actualmente es el microbioma que acom-
pafia la infeccién por VPH.

Segun Gonzalez et al®® refirieron, hay una prevalencia de
la infeccién por VPH-ar en la Argentina, en adolescentes, de
42,2 %. En nuestro trabajo, el 57,2 % de las pacientes del gru-
po de 18-24 afios tuvo infeccién por VPH-ar, al momento del
reclutamiento. En cambio, la prevalencia en el grupo de muje-
res 25-50 afios fue de 33,6 % y en las mujeres mayores de 50
anos, de 29,3 %.

En Latinoamérica y el Caribe, la prevalencia de VPH-16 en
las pacientes con diagndstico de H-SIL/CC histolégico fue de
46,5 %yenlaArgentina, del 48,5 %%, En nuestra casuistica, la
prevalencia de VPH-16 en las pacientes con H-SIL/CC cervical

Tabla IV. Prevalencia de los distintos tipos virales de VPH de alto riesgo en funcién del grado de lesién intraepitelial

escamosa en el grupo de mayores de 50 afos.

Sin lesidn LSIL H-SIL/CC
N % N % N %
VPH 16 4 5,0 1 16,7 1 100
VPH 18 5 3,6 0 0 0 0
VPH 45 2 1,4 0 0 0 0
VPH 31,33 0 0 1 16,7 0 0
VPH 52,58 2 1,4 0 0 0 0
VPH 66 4 2,8 0 0 0 0
Otros tipos 18 12,9 2 33,3 0] 0
Negativo 102 /2,9 2 33,3 0 0
TOTAL 140 100 6 100 1 100

» LSIL, lesién intraepitelial escamosa de bajo grado; H-SIL/CC: lesién intraepitelial escamosa de alto grado / carcinoma de cuello uterino; VPH, virus del

papiloma humano.

ByPC ene-abr 2024; 88(1):22-30 // ISSN-e 2684-0359



Perazziy col. Microbiota vaginal y su relacién con la infeccion por el virus del papiloma humano. m

fuede 63,6 % enelgrupo1yde 43,8 %enel grupo 2.

La composicién de la microbiota, a su vez, es influenciada
por numerosos factores: la etnia es el principal factor intrin-
seco que se asocia con la composicién del microbioma, tal es
asi que las mujeres caucésicas y asiaticas muestran mayor
prevalencia de colonizacién por lactobacilos, en comparacién
con las hispénicas y afroamericanas®C.

El cancer cervical es una enfermedad de larga data, y exis-
ten etapas previas a ella durante las cuales las condiciones
del entorno cervical y vaginal como la acidez vaginal y el pa-
trén de citoquinas, que transita desde un patrén proinflama-
torio hasta finalmente conducir a un estado de inmunosupre-
sion local, se modifican..

La literatura que explora la relacion entre la vaginosis bac-
teriana y el VPH es consistente: los estudios longitudinales
demuestran una mayor asociacién de este patégeno con el
aumento de la incidencia de la infeccidn y disminucién del
clearance del VPH3?.

Adicionalmente, se ha propuesto que el microambiente va-
ginal y el perfil de citoquinas juegan unrol en la generacion de
las lesiones intraepiteliales escamosas®. Por ejemplo, la in-
feccién por Fusobacterium spp. podria desempefar un papel
clave en el desarrollo de un microambiente inmunosupresor,
caracterizado por citoquinas antiinflamatorias perfil de cito-
quinas Th2) como IL-4 yTGF-B1, en células de cuello uterino
transformadas por VPH32, |o cual favoreceria la evasién del
sistema inmune y la persistencia de la infeccionL.

En el grupo 1 de este estudio, el 54,2 % de las pacientes
infectadas por VPH-16 tuvieron una VB asociada. Esto puede
deberse a que la infeccién por VPH puede alterar el metabo-
lismo de la mucosa vaginal®3, la inmunidad del huésped®* o
ambos, lo que da lugar a cambios en la estructura del ecosis-
tema vaginal. Lee et al*® reportan que los epitelios vaginales
infectados por VPH presentan una disminucién en la produc-
cién de glucdgeno, el cual es fuente de energfa para los lac-
tobacilos responsables de la disminucién del pH vaginal. Las
citoquinas proinflamatorias, las especies reactivas del oxige-
no, la integracion del ADN viral y la inflamacién crénica que
ocurren en la infeccién por VPH pueden provocar cambios en
el entorno de la mucosa vaginal, lo que da lugar a cambios en
la microbiota vaginal®.

En la cohorte estudiada, todos los grupos etarios tenian
una mayor prevalencia de VB que de candidiasis y trichomo-
niasis. Estos hallazgos también fueron informados por Abdul-
Azizet al.3” en Yemen, quienes reportaron una prevalencia de
VB del 27,2 %, de candidiasis del 6,8 % y de trichomoniasis del
0,9 % en pacientes en edad reproductiva, con un aumento en
pacientes menores de 25 afios del 39,6 % para VB y del 9,9
% para candidiasis. Sin embargo, dado que la prevalencia de
infecciones por estos patdgenos varia de un pais a otro, Bu-
cemi et al.>®, en Argentina, reportaron una prevalencia de VB
de 25,6 % y de candidiasis de 17,4 %, mientras que Kamara et
al.3% en Jamaica, describieron una prevalencia de VB del 44,1
% de candidiasis del 30,7 % y de trichomoniasis del 18 %.

Tabla V. Prevalencia de vaginosis bacteriana, candidiasis y trichomoniasis en todos los grupos etarios de acuerdo con

cada tipo de virus del papiloma humano de alto riesgo.

VPH 16 VPH 18 VPH 45 VPH31,33  VPH52,58 VPH 66 Otros tipos Negativo
Paté
atégeno (N=24) (N=7) (N=0) (N=14) (N=9) (N=6) (N=19) (N=59)
vaginal
% N % N % N % N % N % N % N %
Grupo 1 —
Vaginosis
18- 24 afios 13 542 3 429 O 3 214 1 111 1 16,7 8 421 19 322
bacteriana
Candidiasis 2 8,3 2 286 O 6 429 1 111 1 111 I3 368 13 220
Trichomoniasis 1 4,2 0 0 0 0 0 0 0 3 51
VPH 16 VPH 18 VPH 45 VPH31,33  VPH52,58 VPH 66 Otros tipos Negativo
Paté
atégeno (N =49) (N=5) (N=3) (N=24) (N=16) (N=7) (N=49) (N=303)
vaginal
% N % N % N % N % N % N % N %
Grupo 2 —
Vaginosis
25- 50 afos ) 17 347 1 20 1 333 10 417 6 37,5 3 429 13 265 94 310
bacteriana
Candidiasis 8 163 1 0 2 667 4 16,7 3 18,7 3 429 17 347 61 201
Trichomoniasis 1 2,0 0 2 66,7 2 8,3 0 0 0 12 4.0
VPH 16 VPH 18 VPH 45 VPH31,33  VPH52,58 VPH 66 Otros tipos Negativo
Paté
atégeno (N=9) (N=5) (N=2) (N=1) (N=2) (N=4) (N=20) (N=104)
vaginal
Grupo 3 % N % N % N % N % N % N % N %
Mayores de 50 Vaginosis
. 2 222 1 20 0 0 0 2 50 3 15 15 14,4
afos bacteriana
Candidiasis 0 0 0 1 100 O 1 25 0 8 2,7
Trichomoniasis 0 0 0 0 0 0 0 2 1,9

» VPH, virus del papiloma humano.

ByPC ene-abr 2024; 88(1):22-30 // ISSN-e 2684-0359



m Perazziy col. Microbiota vaginal y su relacion con la infeccién por el virus del papiloma humano.

La candidiasis es la infeccidn fungica mas frecuente del
tracto genital inferior, aunque en la mayoria de los casos se
trata de una colonizacién asintomatica. Sin embargo, hay
algunas especies de levaduras altamente virulentas que
causan la degradacién de la membrana basal del epitelio va-
ginal con la consiguiente invasién enddgena y la respuesta
inflamatoria que la acompana. Ese epitelio dafiado favorece
la entrada de otras ITS como el VPH. Estos hallazgos fueron
observados por Kero et al*?, quienes demostraron que la can-
didiasis puede ser un factor de riesgo para la adquisicién dela
infeccién por VPH, pero no para la persistencia viral. En nues-
tro estudio, debido a la baja prevalencia de candidiasis por
tipo viral, no existe asociacién entre el tipo especifico de VPH-
ar y este patdgeno. En la literatura no se hace referenciaala
asociacién de candidiasis con un tipo especifico de VPH-ar.

En el grupo 3, debido al reducido nimero de pacientes de
la muestra, no se puede objetivar la relacién entre VB, candi-
diasis y los diferentes tipos de VPH-ar. En nuestra casuistica,
encontramos una prevalencia baja de trichomoniasis (menos
del 4%), por lo que no podria estar relacionada con ningun tipo
de VPH-ar en particular. Esta baja prevalencia se debe a que
se estudiaron poblaciones tanto sintomaticas como asinto-
méticas. Abdul Aziz et al.3” informaron hallazgos similares y
describieron una prevalencia de trichomoniasis del 0,9 %. En
cambio, Kamara et al.3% informaron una prevalencia de tri-
chomoniasis del 18 %. Estas disparidades en la prevalencia
podrian deberse a condiciones socioeconémicas distintas y
a diferencias étnicas.

Audirac et al.3? demostraron por metagenémica que el
microbioma vaginal es notablemente diferente en cada una
de las etapas de la infeccién por VPH. Las pacientes con car-
cinoma cervical mostraron mayor predominio de microbiota

anaerobia en comparacién con el control negativo, que tuvo
mayor predominio de microbiota lactobacilar.

En nuestro estudio, las pacientes con H-SIL/CC presenta-
ron una elevada prevalencia del desbalance del contenido
vaginal: en el grupo 1 de 72,7 % y en el grupo 2 de 53,1 %. Re-
sultados similares fueron descriptos por Mitra et al.3®, quie-
nes detectaron una diminucién de la microbiota lactobacilar
en el 33 % de las pacientes con H-SIL/CC y en el 40 % de las
pacientes con carcinoma invasor. Estos hallazgos sugieren
que la disminucién de lactobacilos en las pacientes infecta-
das por VPH puede correlacionarse con la presencia de una
enfermedad clinicamente significativa. Asimismo, Gillet et
al.*? demostraron que la presencia de VB en una paciente
aumenta el riesgo 1,51 (IC95% 1,24-1,83; p <0,05) de tener
una lesidn intraepitelial escamosa, indicando una asociacién
positiva entre las dos condiciones. En el grupo 3, debido al es-
caso numero de pacientes con lesién L-SIL y H-SIL/CC, no se
llegan a objetivar los mismos hallazgos que en los grupos 1y
2 enrelacién a la microbiota vaginal.

En nuestro estudio, las pacientes con H-SIL/CC presenta-
ron una elevada prevalencia de VB: en el grupo 1, de 54,5 %y
enel 2,de 43,7 % y una baja prevalencia de candidiasis, res-
pectivamente (0y 12,5 %). Esta disminucién de la prevalen-
cia de candidiasis observada en las pacientes con H-SIL/CC
puede deberse a la disminucién de la microbiota lactobacilar
registrada en este grupo de pacientes*!.

Sabemos que la proteina ES es fundamental para la repli-
cacion del VPH, sin embargo, esta molécula es muy sensible
alos cambios de pH. Un medio ambiente de pH bajo, promovi-
do por el 4cido lactico puede considerarse protector. El acido
lactico es un compuesto quiral, con un isémero D y L. El is6-
mero D es producido predominantemente por L. crispatus, L.

Tabla Vl. Frecuencia de las diferentes especies de lactobacilos encontradas en las pacientes del estudio, segun tipo de

lesién del virus del papiloma humano relacionada.

Especie de VPH positivo sin LSIL H-SIL/CC Vp[igsﬁitli]"o
Lactobacillus lesién (N=76) (N=18) (N=14]) (N=145)
L. crispatus 19 I 3 34
L. gasseri 29 6 3 64
L. jensenii 20 4 6 36
L.iners 5 0 2 6
L. vaginalis 0 0 0 4
L. salivarius 2 0 0 1
L. fermentum 0 1 0 0
L. paracasei 1 0 0 0

» LSIL, lesién intraepitelial escamosa de bajo grado; H-SIL/CC, lesién intraepitelial escamosa de alto grado / carcinoma de cuello uterino; VPH, virus del

papiloma humano.
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Jjensenii y L. gasseri. Sin embargo, el isémero L es producido
por L. iners, el epitelio vaginal per se y bacterias anaerobias
responsables de la vaginosis. El isémero D producido por L.
crispatus aumenta la viscosidad del moco cervical, lo cual
es un factor de proteccion adicional®®. El subgrupo H-SIL/CC
present6 una disminucién en la prevalencia de L. crispatus
(21,4 %), en coincidencia con lo descripto por Gao et al.” para
la poblacién asiatica y por Dareng et al.*? para la poblacién
africana. Asimismo, en nuestro trabajo, se observé una alta
prevalencia de L. jensenii (42,9 %), lo cual predispondria a es-
tas pacientes a la disfuncién vaginal.

Estos resultados se corresponden con los descriptos por
Clarke et al.*3, quienes relataron que la elevacién del pH se
asociaba con un mayor riesgo de infeccién por VPH, dado que
se observé que L. crispatus es capaz de acidificar el medio va-
ginal a un pH menor que 4,0, mientras que otros como L. gas-
seri alcanzan un pH més elevado que oscila entre 4,4 y 5,03

Como conclusién, se detectd una elevada prevalencia de
infeccién por VPH-ar en el grupo de 18-24 afios. EI VPH-16 fue
el tipo mas prevalente tanto en este grupo como en el de 25-
50 afios. Se observé mayor desbalance de la microbiota vagi-
nal en las pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas
que en los controles en el grupo de 18-24 afios y el grupo de
25-50 afos, especialmente, en el grupo de H-SIL/CC, donde
se encontrd una baja prevalencia de L. crispatus (especie
protectora) y unincremento de L. jenseniiy L. iners, especies
que poseen un menor rol protector de la disfuncién vaginal.
Por lo tanto, es importante caracterizar las especies de lac-
tobacilos, dado que el incremento de las no protectoras, en
concordancia con el incremento de VB en este grupo de pa-
cientes, alteran el microambiente vaginal, actdan como po-
tenciales cofactores en la persistencia de una infeccién por
VPH e incrementan el riesgo de adquirir otras infecciones de
transmisién sexual.
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Resumen

Introduccién: Se vincula la actividad fisica con un conjunto de beneficios relacionados con la mejora de
la calidad de vida. Objetivos: Este trabajo permite conocer el estado metabdlico de una poblacién de de-
portistas recreacionales de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, segln la intensidad del entrenamiento
y el tipo de deporte practicado. Materiales y métodos: Se evaluaron 1663 deportistas recreacionales,
clasificados segln actividad e intensidad. Se registraron edad, presién arterial, VO, pico, frecuencia car-
diaca, indice de masa corporal, colesterol total, triglicéridos, colesterol unido a las lipoproteinas de alta
densidad, colesterol unido a las lipoproteinas de baja densidad y glucosa. Resultados: Las medias obte-
nidas de los parametros estudiados no superan el rango de referencia. Segln los datos individuales por
deportista, se observan parametros alterados, lo que permite clasificarlos en: metabélicamente sanos
y metabdlicamente no sanos. Mas del 60 % de los deportistas puede definirse como metabdlicamente
sano. Segln la intensidad de entrenamiento, se observa una relacion directamente proporcional entre el
aumento de la intensidad y la mejora del estado metabélico. Conclusiones: La respuesta generada por el
ejercicio sobre los pardmetros bioquimicos asociados al sindrome metabdélico es un efecto beneficioso
en el control de los mismos y es relevante cuando la intensidad es mas elevada, independientemente del
tipo de actividad que se desarrolle. El indice de masa corporal puede ser un buen parametro para proyec-
tar ciertas alteraciones en el perfil metabdlico, pero no es posible estandarizar este criterio.

Palabras clave: actividad fisica, obesidad, parametros bioquimicos, metabélicamente sano.
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Introduction: Physical activity is associated with several benefits related to improving the quality of life.
Objectives: This work aimed to know the metabolic state of a population of recreational athletes from
the City of Buenos Aires, Argentina, according to the intensity of training and the type of sport practiced
and the relationship between training and the type of sport practiced. Materials and methods: A total of
1663 recreational athletes were evaluated, classifying them according to the activity performed and its
intensity. The age, blood pressure, VO, peak, heart rate, body mass index, and total levels of cholesterol,
triglycerides, high-density lipoprotein cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol, and glucose were
recorded. Results: The means obtained for the parameters studied did not exceed the reference range.
According to the individual data of each athlete, some altered parameters were observed. These allowed
them to be classified as metabolically healthy and not metabolically healthy. More than 60% of athletes
were defined as metabolically healthy. Depending on the intensity of training, a directly proportional re-
lationship between the increase in intensity and the improvement of the metabolic state was observed.
Conclusions: The response generated by exercise on the biochemical parameters associated with meta-
bolic syndrome has a beneficial effect in controlling them, and is relevant when the intensity of the activ-
ity is higher, regardless of the type of activity developed. The body mass index can be a good parameter
to project certain alterations in the metabolic profile, but this criterion cannot be standardized.

Keys words: physical activity, obesity, biochemical parameters, metabolically healthy.
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Introduccién

La actividad fisica y la practica deportiva son herra-
mientas fundamentales para el desarrollo de una vida
saludable. Existen amplias evidencias cientificas que
vinculan estas actividades con un conjunto de beneficios
relacionados con la salud, la prevencién de enfermedades
crénicas no transmisibles y la mejora de la calidad de vida.
Esto se debe a que el ejercicio regula una serie de proce-
sos fisiolégicos a través de diferentes mecanismos entre
los que se destacan la modulacién de los lipidos plasmati-
cos, laelevacion del colesterol C-HDL, la regulacién del me-
tabolismo de la glucosa y el mantenimiento de la tensién
arterial. En este sentido, ciertos pardmetros fisiolégicos
y bioquimicos se asocian a la severidad de determinadas
enfermedades y su medicion permite conocer el estado de
salud de un individuo.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS] define el in-
dice de masa corporal (IMC) como “un indicador simple de
larelacidon entre el peso y la talla que puede utilizarse para
identificar sobrepeso y obesidad en los adultos”. Este pa-
rametro no suele diferenciar la masa muscular de la grasa
corporal, pero sirve a fin de estimar el rango de peso salu-
dable para los individuos.

Para evaluar el estado de salud de deportistas recreacio-
nales, se sugiere la realizacién del apto fisico deportivo, que
consta de una serie de exdmenes clinicos y de laboratorio
que permiten valorar la condicién de un deportista para de-
sarrollar la actividad cuidando su salud y con minimo riesgo?.

El objetivo de este trabajo es conocer el estado metabg-
lico y observar la relacién entre el entrenamiento fisico y
el tipo de deporte practicado con los parametros definidos
asociados al sindrome metabdélico de una poblacién de de-
portistas recreacionales de la Ciudad Auténoma de Buenos
Aires. Esinterés de los autores plantear larelacién entre IMC
y el perfil metabdlico de esta poblacién.

Tabla 1. Valores de referencia establecidos por Adult
Treatment Panel Ill para sindrome metabélico.

Valores de referencia (ATP lIl)

C-LDL Menor que 130 (mg/dL)
cT Menor que 200 (mg/dL)
C-HDL Mayor que 40 (mg/dL)
16 Menor que 150 (mg/dL)

G 70-110 (mg/dL)

P Arterial 80- 130 (mmHg)

» ATP lll, Adult Treatment Panel Ill; C-LDL, colesterol unido a las lipoprotei-
nas de baja densidad; CT, colesterol total; C-HDL, colesterol unido a las
lipoproteinas de alta densidad; TG, triglicéridos; G, glucosa; P Arterial,
presion arterial.

Tabla Il. Valores de referencia establecidos por la Organi-
zacién Mundial de la Salud para el indice de masa corporal.

Normal 18,5-24,9
IMC (OMS) Sobrepeso 25,0-29,9
Obesidad > 30,0

» IMC, indice de masa corporal; OMS, Organizacién Mundial de la Salud.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo, exploratorio, de corte
transversal, que evalué a varones mayores de 18 afos,
deportistas amateurs o recreacionales, que concurrieron a
nuestro centro de salud durante enero - diciembre de 2019
para el chequeo anual, con el fin de obtener el apto fisico
deportivo. Se distribuyeron por actividad deportiva (gimna-

Tabla Ill. Parametros bioguimicos evaluados en el grupo de deportistas, diferenciados por actividad.

Deporte | G [mg/dL] C-HDL.[mg/dL] C-LDL .[mg/dL] coL [mg/dL] 16 [rT1g/dL]
media = DS media = DS media + DS media + DS media + DS

fﬁizomifif;t 183 86,9+7,7 48,0+9,6 112,4+29,5 180,3 + 35,2 99,6+ 61,4
Ciclismo 104  89,0+116 48,8+ 11,0 121,0+ 30,9 191,2+37,5 99,7 + 50,8
Fétbol 531 87,8+8,1 47,9497 113,7+30,0 182,9+ 35,8 106,8+ 85,8
Natacién 80  87,7+78 47,7+8,8 118,7 +33,4 188,0 + 40,8 107,8+51,6
Running 176 88,1+7,65 50,0+ 11,6 117,3+27,9 187,4+32,2 100,9 + 48,3
Rugby 141 8594772 472483 101,7 + 28,7 165,9 + 34,1 87,1+456
Gimnasio 374  869+7,9 47,0+10,1 115,7 + 28,4 182,2 +33,7 102,2 + 61,9
Basquet 47 87,0%62 49,7 +8,9 100,0 + 23,4 167,6+ 27,5 89,3+41,2
Hockey 27 880+49 50,0+ 10,6 95,0+ 22,7 163,0+ 26,7 82,0+42,0

» C-LDL, colesterol unido a las lipoproteinas de baja densidad; COL, colesterol total; C-HDL, colesterol unido a las lipoproteinas de alta densidad; TG, trigli-

céridos; G, glucosa; n, nimero de deportistas.
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Tabla IV. Variables fisiolégicas evaluadas en el grupo de deportistas, diferenciadas por actividad.

PAS
PAD b | FCbh | Vi i
Edad (afos) IMC asa Basal ¢ a.wsa FC maxima 02 PICO
Deporte ) , (mmHg] media + . (ml/min/kg)
media+DS  media+ DS ) (mmHg) media + DS .
media = DS . DS media + DS
media + DS
Atesmarciales- o0 343488 262430 755:80 11674100 67+123 1734134 5304103
boxeo — crossfit
Ciclismo 104 38,/+9,9 26,4+ 3,4 ’6,2+7,1 118,4+16,2 67+119 172+11,7 52,0+9,7
Futbol 531 33,7+9,1 26,0+ 3,4 ?45+7,7 116,9+10,4 ©67+13,2 172+140 53,0+10,2
Natacion 80 36,8+ 10,2 25,7 +3,3 ’52+7,5 116,/+10,8 69+13,5 172+11,9 50,0+11,6
Running 176 38,8+9,6 25,8+3,2 74,9 +6,6 116,4+13,0 68+12,2 172+11,5 540+104
Rugby 141 24,6 +£8,6 26,6 +£3,8 74,3+7,3 118,3+11,4 67+12,3 183+13,8 54,0+10,1
Gimnasio 374 34,4+104 26,5+4,6 ?55+8,3 118,0+10,9 °70+12,9 173+12,4 490+11,1
Basquet 47 30,5+10,3 24,7 +4.2 749+8,0 1144+115 69+11,8 174+12,3 52,0+10,/
Hockey 27 27,0+8,6 240+1,9 71,3+5,9 115,6+9,6 62+ 13 173+13,9 59,0+7,0

» IMC, indice de masa corporal; PAD, presidn arterial diastélica; PAS: presién arterial sistélica; FC, frecuencia cardiaca; VO2 pico, volumen oxigeno pico; n,

numero de deportistas.

sio, futbol, running, hockey, crossfit/boxeo/artes marcia-
les, rugby, ciclismo, natacion y basquet).

Se clasificé la intensidad de la actividad fisica en leve,
moderada e intensa, segun la percepcién subjetiva de los
deportistas. A partir de la entrevista, revisacién médica y
ergometria, se registraron datos de edad, peso, talla, pre-
sion arterial diastélica (TAD] y sistélica (TAS] en reposo y
maxima (TAM], frecuencia cardiaca basal y maxima y VO,
pico, que representa la maxima tolerancia al ejercicio. El
indice de masa corporal (IMC) fue obtenido a partir de la
férmula peso/talla®. La frecuencia de entrenamiento mini-
ma exigida fue de 3 veces por semana, con una duracién
de al menos 60 minutos. Se excluyeron del estudio aque-
llos deportistas que se encontraban bajo medicacién y con
patologias metabdlicas ya diagnosticadas.

Como variables bioquimicas se midieron: colesterol
total (CT), triglicéridos (TG), colesterol unido a las lipo-
proteinas de alta densidad (C-HDL], colesterol unido a
las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL] y glucosa (G)
en Advia 1800, Siemens. La muestra sanguinea de cada
deportista fue recolectada después de 12 horas de ayuno
y procesada dentro de |a rutina diaria del laboratorio. Los
resultados se compararon con los valores de referencia
(VR) establecidos para el sindrome metabdlico (SM) por
Adult Treatment Panel Il (ATPIII) y para el IMC por la OMS
(Tablas Iy I].

Se definieron dos grupos basados en ATPIII, consideran-
do la alteracion de menos de 3 parametros (menos 3PA)
y tres o mds paradmetros (3 o mdas PAJ. A partir de estos
resultados, se definieron dos grupos de comparacién: me-

Tabla V. Porcentaje de individuos que presentan parametros alterados, clasificados por menos de 3 0 3, 0 mas parame-

tros alterados, segun distintos deportes.

Deporte n % Menos 3 PA % 3 0 mas PA
Artes marciales - boxeo — crossfit 183 ?5 25
Ciclismo 104 68 32
Fatbol 531 72 28
Natacién 80 63 37
Running 176 68 32
Rugby 141 85 15
Gimnasio 374 71 29
Basquet 47 89 11
Hockey 27’ 93 s

» PA, parametros alterados; n, nimero de deportistas.
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Tabla VI. Porcentaje de individuos, segun indice de masa corporal por deporte.

Deporte n %IMCN %IMCS %IMCO
Artes marciales - boxeo - crossfit 183 40 50 10
Ciclismo 104 40 48 12
Futbol 531 42 46 12
Natacién 80 41 50 9
Running 176 43 48 9
Rugby 141 37 45 18
Gimnasio 374 44 37 19
Basquet 47 55 34 11
Hockey 27 67 33 0

» IMC, indice de masa corporal; N, normopeso; S, sobrepeso; 0, obeso; n, nimero de deportistas.

tabglicamente sano (MetS] y metabdlicamente no sano
(MetNS], segun tuvieran hasta tres o tres inclusive, o
mas de tres parametros alterados, respectivamente. Se
comparé cada una de las actividades deportivas, por pa-
rametros individuales y se agrup6 a los deportistas seguin
fueran MetS o MetNS.

El andlisis estadistico realizado fue de tipo descriptivo
de cada una de las variables, y se expresaron los resulta-
dos en promedio + desviacién standard. Se utilizé el Test
T (Student]) para muestras independientes, con nivel de
significancia p<0,05. Larelacién de las variables se evalué
por regresion logistica (SPSS-25.0//GraphPad Prism 8//
InfoStat).

Los autores declaran que en este trabajo no se han rea-
lizado experimentos con seres humanos ni animales, y se
han seguido los protocolos correspondientes al centro de
salud sobre la publicacién y confidencialidad de los datos
de los pacientes.

Resultados

Se evaluaron 1663 varones deportistas, distribuidos
segln actividad: gimnasio (374), fatbol (531), running
(176), hockey (27), crossfit/boxeo/artes marciales (183],
rugby (141), ciclismo (104), natacién (80), y basquet
(47).

Las variables bioquimicas evaluadas y los datos obteni-
dos en la entrevista médica previa se presentan en las Ta-
blas Il y IV, segun la actividad deportiva realizada. Se pue-
de observar que las medias obtenidas se encuentran todas
dentro del rango de referencia correspondiente.

Las pruebas ergométricas se detuvieron por agotamien-
to muscular y alcanzaron, en todos los casos, valores su-
periores a los 13 METS (metabolic equivalent of task]), que
representan la carga de trabajo tolerada (valor maximo
alcanzado: 20 Mets]. Un umbral de 10 METS es considera-
do un objetivo para quienes comienzan a realizar actividad
fisica y es facilmente alcanzado por los deportistas en las

Tabla VII. Clasificacion de obesos metabdlicamente sanos y normopesos metabélicamente no sanos, segin actividad

deportiva, expresada en porcentaje y nimero de individuos.

Deporte OMetS NMetNS
% (n) % (n)
Artes marciales - boxeo — crossfit 8,215) 1,6 (3)
Ciclismo 9,6 (10) 2,9 (3)
Fdtbol 8,8 (48) 0,8 (4)
Natacidn 8,8 (7) 1,3 (1)
Running 8,0 (14) 1,1 (2)
Rugby 16,3 (23) 0 (0)
Gimnasio 16,0 (60) 1,0 (4)
Basquet 10,6 (5) 2,0 (1)
Hockey 0(0) 0,0 (0)

» OMetS, obesos metabdlicamente sanos; NMetNS, normopesos metabélicamente no sanos; n, nimero de deportistas.
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Tabla VIII. Porcentaje de deportistas por intensidad del entrenamiento y deporte, segin IMC y PA.

Deporte n  Edad Intensidad  IMC %'\ge::s %3omasPA  %IMCN  %IMCS  %IMCO

5 41 Leve 24,5 80% 20% 60% 40% 0%
Artes marciales -
boxeo — crossfit 93 35 Moderada 26,7 90% 10% 37% 48% 15%
81 33 Intensa 25,7 94% 6% 45% 49% 6%
12 38 Leve 27,0 92% 8% 34% 58% 8%
Ciclismo 61 39 Moderada 26,4 85% 15% 39% 48% 13%
29 39 Intensa 26,3 93% 7% 45% 45% 10%
72 36 Leve 27,7 2% 28% 22% 49% 29%
Fatbol 360 34 Moderada 25,9 92% 8% 44% 45% 11%
81 32 Intensa 25,3 96% 4% 45% 49% 6%
12 35 Leve 25,0 ?5% 25% 42% 41% 17%
Natacion 54 37 Moderada 26,0 87% 13% 41% 52% 7%
13 36 Intensa 25,1 100% 0% 46% 46% 8%
20 36 Leve 27,6 90% 10% 25% 55% 20%
Running 114 39 Moderada 28,5 95% 5% 45% 47% 8%
40 39 Intensa 25,1 100% 0% 48% 47% 5%
1 40 Leve 26,6 100% 0% 0% 100% 0%
Rugby 39 28 Moderada 26,7 92% 8% 36% 41% 23%
96 23 Intensa 26,5 100% 0% 35% 48% 17%
61 34 Leve 27,4 89% 11% 31% 44% 25%
Gimnasio 264 37 Moderada 26,2 92% 8% 49% 33% 18%
38 32 Intensa 26,6 92% 8% 32% 50% 18%
4 31 Leve 26,5 100% 0% 25% ?5% 0%
Basquet 29 33 Moderada 25,0 97% 3% 45% 45% 10%
14 26 Intensa 23,7 93% 7% 86% 0% 14%
3 30 Moderada 25,1 33% 67% 33% 67% 0%
Hockey

24 27 Intensa 23,9 100% 0% 1% 29% 0%

» IMC, indice de masa corporal; N, normopeso; S, sobrepeso; 0, obeso; PA, pardametros alterados, n, nimero de deportistas. No se registran sujetos que

realicen Hockey con intensidad leve.

pruebas de esfuerzo. El VO, pico medio obtenido es supe-
rior a 49,0 ml/min/kg en todas las disciplinas, con un mini-
mo individual de 45,5 ml/min/kg y un maximo de 70,0 ml/
min/kg.

Analizando los datos individuales de los deportistas, se
observa que, mas alld de presentar en conjunto medias
dentro del rango de referencia, existen parametros indivi-
duales por fuera del rango (pardmetros individuales alte-
rados: PA).

En la Tabla V, se muestran las diferentes categorias
deportivas, segin menos de 3 0 3 0 mas PA, basadas en

la definicién ATPIII. Se observa que, en todos los casos, la
mayoria de los deportistas (mas de un 60 %) puede definir-
se como MetS. El deporte que presenta mayor porcentaje
de deportistas con mas de tres parametros alterados es
la natacién.

El pardametro bioquimico individual que se presenta
alterado en un mayor porcentaje de individuos es el CT
(31,01 %), seguido por C-HDL (20,80 %) y TG (15,36 %).
La variable menos alterada es la glucosa, con 1,43 %. Esta
observacién se correlaciona con el efecto beneficioso que
genera la realizacién de cualquier deporte sobre el meta-
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Tabla IX. Asociacién entre intensidad de la actividad y cantidad de pardmetros alterados.

Intensidad OR
Leve 2,99
Moderada 1,00

Wald Chi* p
4,57 <0,0001*
1,3x10-5 0,9971

» OR, 0dd Ratio; PA, pardmetros alterados; *p< 0.05, significativo; condicion de referencia de intensidad: intensa; variables dependientes dicotémicas,

menos 3 PA, 3 0 mas PA; condicidn de referencia, menos 3 PA.

bolismo de los hidratos de carbono y la regulacién de la
glucosa.

La TablaVImuestra la categorizacién segin IMC, por de-
porte y por porcentaje de individuos.

A partir del analisis y comparacién de los resultados de
IMC vs. PA, puede observarse que hay un grupo de indivi-
duos que se definen como 0, segin IMC, pero no presentan
mas de 3 PA, por lo que pueden clasificarse como obesos
metabdlicamente sanos [OMetS). Ademas, aquellos de-
portistas que presentan IMC normal, pero tienen mas de 3
parametros alterados pueden definirse como normal me-
tabolicamente no sano (MetNS]). En todas las actividades
deportivas, este grupo no supera el 3 % (Tabla VII].

Analizando las diferentes actividades deportivas, segin
la intensidad de entrenamiento, se observa que, en todos
los grupos, existe una relacién inversamente proporcional
entre el aumento de la intensidad y el porcentaje de PA. En
todos los casos, cuando la actividad es clasificada como
intensa, el porcentaje de deportistas MetS es superior a
90 %. En el caso del hockey, que no tiene deportistas que
realicen actividad de intensidad leve, no se observan indi-
viduos clasificados como obesos, segin IMC (Tabla VIIl].

A partir del analisis estadistico de los datos que dieron
lugar a la Tabla Vlll, se evidencia que aquellos deportistas
que realizan una actividad con intensidad leve, indepen-
dientemente del tipo de deporte que practiquen, tienen
3 veces mas probabilidades que los deportistas que rea-
lizan actividad intensa de tener 3 o mas pardmetros del
metabolismo alterados (Tabla IX). A suvez, aquellos suje-
tos que practican una actividad con intensidad leve y pre-
sentan sobrepeso u obesidad tienen de 2,6 a 3 veces mas
probabilidades de ser NMetS que aquellos que lo hacen de
forma intensa (Tabla X].

Discusién

Se puede definir salud como un reflejo del bienestar fisi-
co global, mental y social, que supera el hecho de ausencia
de enfermedad. La salud no es estable en el transcurso del
tiempo y puede ser modificada por acciones nutricionales
o actividad fisica. La OMS expresa que la salud conforma un
conjunto de situaciones que derivan en el bienestar de la
persona’.

Este trabajo describe el estado metabdlico de un grupo de
deportistas recreacionales y para ello utiliza el IMC como re-
ferencia de condicién de obesidad y los valores del Panel Il
de Tratamiento de Adultos del Programa Nacional de Educa-
cién sobre el Colesterol (ATP-111) para definir la situacion del
individuo metabdlicamente sano3. De este modo, se sefiala la
presencia de tres o mas de los cinco criterios recogidos como
indicadores de alteracién. En este estudio, todos los indivi-
duos siguen programas de entrenamiento y presentan una
condicién fisica adecuada, demostrable a partir de los datos
fisiolégicos obtenidos, por lo que es esperable que su perfil
metabdlico también lo sea. Sin embargo, resultados indivi-
duales pueden marcar diferencias con este concepto.

Del analisis, surge la presencia de deportistas con buen
perfil metabdlico, pero con obesidad. La obesidad metabdlica-
mente sana (OMetS] es un concepto reciente que describe un
fenotipo de pacientes obesos que parecen estar protegidos
contra las alteraciones metabdlicas; es decir, individuos que
tienen IMC elevado, pero carecen de parametros bioquimicos
y fisiolégicos alterados. Por ello, para definir OMetS es posible
excluir el sindrome metabdlico, usando las clasificaciones de
ATP-I1I*?_El reconocimiento del sedentarismo como factor de
riesgo cardiovascular y el efecto beneficioso del ejercicio re-
gular para el organismo motivan la promocidn de la actividad
fisica dentro de la poblacién en favor de la salud y la preven-
cién de enfermedades. La respuesta en el perfil metabdlico

Tabla X. Asociacién entre intensidad de la actividad, IMC y cantidad de parametros alterados.

Asociacion OR Wald Chi* p

Leve con sobrepeso 2,93/1,72 24,35/8,60 <0,0001*/0,0034*
Leve con obesidad 2,68/2,68 19,88/21,50 <0,0001*/<0,0001*
Moderada con sobrepeso 1,03/1,76 0,02/9,44 0,8845/0,0021*
Moderada con obesidad 1,02/2,95 0,01/26,96 0,9084/<0,0001*

» OR, Odd Ratio; PA, parametros alterados; *p< 0,05, significativo; condicién de referencia de intensidad, intensa; condicidn de referencia IMC, normope-
so; variables dependientes dicotémicas, menos 3 PA, 3 0 mas PA; condicién de referencia, menos 3 PA.
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después de una sesién de ejercicio fisico, asi como los efec-
tos de un programa de entrenamiento, es diferente segun el
tipo de ejercicio, la intensidad, la frecuencia, la duracién de la
sesion y el tiempo de permanencia. No todo ejercicio o activi-
dad deportiva tiene los mismos efectos en el perfil metabdli-
co. Muchas veces se utiliza del mismo modo la interpretacién
del efecto de diferentes actividades deportivas, pero esta
se presenta en varias modalidades muy diferentes entre si,
asf como también los factores que limitan dichos efectos en
funcién de cudl sea el ejercicio y sus diferentes especialida-
des. Esto plantea una gran dificultad a la hora de evaluarlos
de acuerdo con las diferentes exigencias de la preparacién
deportiva, atendiendo a sus caracteristicas bioenergéticas.
Considerando las distintas metodologias de entrenamiento,
se pueden agrupar las actividades en deportes de fuerza y
fuerza rapida (levantamiento de pesas, saltos y lanzamien-
tos); deportes de combate (boxeo, kickboxing); deportes de
endurance (medio fondo y fondo; natacidn, ciclismo en ca-
rretera); deportes de caracteristicas intermitentes (futbol,
voleibol, baloncesto], entre otros. Comparar los efectos de
deportes diferentes en el perfil metabdlico puede resultar
realmente dificil, ya que, aunque predomine la misma via
energética, las caracteristicas intrinsecas del entrenamiento
y, en especial, la intensidad del mismo pueden diferir sustan-
cialmente®.

En este trabajo, las diferentes actividades deportivas
realizadas presentan respuestas individuales en los para-
metros medidos, pero la tendencia general es la de la pro-
teccidn y disminucidn de los factores de riesgo metabdlicos,
independientemente del IMC. Dentro de este contexto, de-
bemos destacar que, segln datos de la OMS, alrededor del
13 % de los adultos, mundialmente, presenta obesidad y
mas del 39 %, sobrepeso (OMS, 2016)°. La obesidad se ha
convertido en el factor de riesgo en salud modificable, mas
importante y se la considera una enfermedad crénica, de
origen multifactorial, que presenta una gran cantidad de
fenotipos'®. Para su desarrollo, se involucran la susceptibi-
lidad genética, metabdlica, endocrinolégica, los estilos de
vida (intimamente relacionados con la actividad fisica) y el
entorno, con influencia de diversos determinantes subya-
centes como la condicién econdmica, la educacién, la cultu-
ra, la urbanizacién y las condiciones sociopoliticas. Algunos
autores describen la existencia de pacientes con obesidad
que se encontrarfan protegidos de las anormalidades me-
tabdlicas, a los que clasifican como pacientes con obesidad
metabdlicamente sanos, y estiman que, aproximadamente
entre un 10 y 20 %, no presentan complicaciones metabdli-
cas como riesgo cardiovascular!':12, En este estudio, se en-
contrd un grupo menor, pero que debe ser tenido en cuenta,
de deportistas metabdlicamente sanos que presentan obe-
sidad. La utilizacién adecuada de los sustratos energéticos
a partir de la realizacién de actividad fisica colabora en dis-
minuir el riesgo y mejorar la calidad de vida, pero se debe
tener en cuenta que la obesidad aumenta el riesgo de desa-
rrollar patologias. En ese sentido, es importante observar el

equilibrio entre la accidn del tejido adiposo y el muscular. El
musculo es un érgano, también con caracteristicas endocri-
nas, subestimado en el papel que cumple en la salud y la en-
fermedad?3. Sin embargo, el paciente con obesidad, sin im-
portar el fenotipo, parece tener mayor riesgo de progresion
de las enfermedades crénicas. La condicién de metabdlica-
mente sano, que se pierde al asociarse principalmente a
hipertrigliceridemia, nivel bajo de C-HDL y desregulaciéon del
metabolismo de la glucosa, podria no sostenerse en el tiem-
po, a medida que la edad avanza. En consecuencia, presen-
tar obesidad ofrece una situacién de riesgo cardiovascular
de por si. De acuerdo con los diferentes autores, el fenotipo
metabdlicamente sano puede alcanzar hasta el 30 % en los
pacientes que presentan obesidad, lo que, en algunos ca-
sos, puede retardar el inicio del tratamiento nutricional por
no contar con complicaciones metabdlicas. Es importante
considerar que el fenotipo del paciente con obesidad meta-
bélicamente sano puede estar relacionado con su edad y
conforme avance el grado de obesidad o aumente la edad,
se pueden desarrollar complicaciones metabdlicas!®. Ante
este panorama, es indispensable saber que la actividad
fisica mejora la calidad de vida de todos los individuos: el
sistema muscular interactda con otros érganos por medio
de sus mioquinas, mejorando la condicién de ese paciente y
retrasa la aparicién de disfunciones metabdlicas asociadas
alaobesidad.

Se requieren mas estudios en donde se evalien de modo
longitudinal la evolucién del fenotipo, la respuesta a inter-
venciones nutricionales y el desarrollo general del individuo
para corroborar que el estado inicial de OMetS se mantiene
alolargo del paso de los afios.

En conclusién, la observacién de los resultados obteni-
dos evidencia que la respuesta generada por el ejercicio so-
bre los parametros bioquimicos asociados al sindrome me-
tabdlico produce un efecto beneficioso en el control de los
mismos, el IMC guarda una relacién adecuada con el perfil
metabdlico. Estos aspectos son mas relevantes cuando la
intensidad del entrenamiento es mayor, independiente-
mente del tipo de actividad que se desarrolle. Deben consi-
derarse también aspectos individuales, por lo que es nece-
sario que cada deportista sea evaluado en su contexto para
asegurar su cuidado y control. EI IMC puede ser un buen in-
dicador a tener en cuenta para definir posibles alteraciones
en los parametros metabdlicos, pero no es mandatorio, ya
que la fisiologia junto con factores externos y ambientales
no permite estandarizar este criterio.
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Resumen

Introduccién: La desnutricién y la contaminacién del aire causan graves problemas de salud publica a
nivel mundial, y los nifios son una de las subpoblaciones mas vulnerables. Sin embargo, los mecanismos
que vinculan estos dos estresores no han sido aln dilucidados. Investigamos el efecto de la exposicién a
cenizas residuales del petrdleo (ROFA) en la respuesta inmune pulmonar y en la vasculatura, en un mo-
delo de desnutricién crénica (DC). Métodos: Durante 4 semanas, ratas macho destetadas fueron alimen-
tadas con una dieta restringida al 20 % (DC) o ad libitum (control-C). DC y C se instilaron intranasalmente
con (1 mg/kg de peso corporal ) ROFA. 24 h después de la exposicidn. Se evaluaron en cultivo de macro-
fagos alveolares (MA): viabilidad celular, actividad fagocitica, respuesta oxidativa y citoquinas proinfla-
matorias. En la aorta toracica, se evaluaron CYP1A1, eNQS, TGFP1, canal de calcio tipo L e IL-6, IL-10 y
pardmetros contractiles. Resultados: La respuesta de MA-DC a ROFA mostré cambios en el metabolismo
oxidativo y la produccién de citoquinas que afectan sustancialmente la respuesta inmune. La exposicién
a ROFA aumentsd los niveles de CYP1A1 y TGF-B1 y disminuyé los niveles de eNOS y de canales de calcio
en la vasculatura. La capacidad contractil y la relajacién disminuyeron en ratas DC. Conclusién: En gene-
ral, los animales DC no lograron estimular la respuesta inflamatoria y desintoxicante a ROFA. Asimismo,
provocé un aumento en la resistencia vascular y una disminucién en la distensibilidad de la aorta, lo que
podria, consecuentemente, provocar episodios agudos de insuficiencia cardiovascular en escenarios de
contaminacién ambiental.

Palabras clave: contaminacién aérea, desnutricion, material particulado, macréfagos alveolares, vascu-
latura, metabolismo oxidativo, citoquinas.
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Introduction: Malnutrition and air pollution are known to cause serious public health problems worldwide,
and children are one of the most vulnerable subpopulations. However, the mechanism linking undernutri-
tion and air pollution exposure still remains unclear. The present study sought to investigate the effects
of exposure to Residual Qil Fly Ash (ROFA) both locally on lung immune response and systemically on the
vasculature, in a rat chronic undernutrition (DC) model. Methods: To achieve DC animals, male weanling rats
were fed a diet restricted by 20% compared to ad libitum intake (control-C) for 4 weeks. DC and control rats
were intranasally instilled with ROFA (1 mg/kg BW ) 24 h after exposure the animals were euthanized. Lung
alveolar macrophages (AM] were isolated by bronchoalveolar lavage, and cell viability, phagocytic activ-
ity, oxidative response and pro-inflammatory cytokine release were evaluated in cultured AM. The thoracic
aorta was also isolated, and molecular (CYP1A1, eNOS, TGFf31, Calcium channel type L and IL-6, IL-10] and
contractile parameters were evaluated. Results: DC altered AM response to ROFA by modifying oxidative me-
tabolism and cytokine production, substantially affecting immune responsiveness to air pollutants. Regard-
ing the vasculature, we showed that ROFA increased CYP1A1 and TGF-B1 levels and decreased eNOs levels
and calcium channels. The contraction and relaxation capacity of DC rats showed an important decrease.
Conclusions: In general, DC animals failed to activate the inflammatory and detoxifying response to ROFA.
Acute exposure to ROFA was followed by an increase in vascular resistance and a decrease in vessel disten-
sibility, which may in turn increase cardiovascular failure.

Key words: Air pollution, undernutrition, particulate matter, alveolar macrophages, vasculature, oxidative
metabolism, cytokines.
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Introduccién

La malnutricidn, en todas sus formas, es mundialmente
la principal causa de problemas de salud.! La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS] define la malnutricién como “las
carencias, los excesos o los desequilibrios de la ingesta de
energia y/o nutrientes de una persona” y estima que alrede-
dordel 45 % de las muertes de menores de 5 anos esta rela-
cionado con la desnutricién, en sumayoria, en los paises de
ingresos bajos y medianos.?

En nuestro pais, la malnutricién por defecto global de nu-
trientes o por insuficiencia de alimento se presenta en nifios
y adolescentes con consecuencias negativas en el creci-
miento global, desarrollando una condicién de desnutricién
crénica. Segun la dltima Encuesta Nacional de Nutricién y
Salud del Ministerio de Salud de la Nacién, la prevalencia de
la desnutricién crénica en menores de 5 afios es de 8 %, cifra
que es mas alta en poblaciones en situacién de vulnerabili-
dad social.® Patrones alimentarios inadecuados como con-
secuencia del insuficiente acceso a alimentos en cantidad
y calidad, y practicas familiares relativas a la alimentacién
saludable son responsables del deterioro del crecimiento
longitudinal y del retraso en el desarrollo puberal en nifios
y adolescentes, con importantes alteraciones metabdlicas y
neuroenddcrinas secundarias al estrés nutricional.*

En nuestro laboratorio, hemos descripto un modelo de
desnutricién crénica en ratas macho de destete, el cual re-
crea una entidad clinica observada en nifios con retraso del
crecimiento que consumen dietas deficientes en la energia
global necesaria para lograr una ganancia de peso corpo-
ral y un crecimiento longitudinal adecuados.® Este tipo de
desnutricién se manifiesta por un déficit de los indices an-
tropométricos peso/edad y talla/edad con un peso/talla e
indicadores bioquimicos de malnutricién dentro de limites
normales.® Por otra parte, varios trabajos muestran los efec-
tos de la privacién nutricional sobre la estructura y funcion
pulmonar, via de entrada principal de los contaminantes aé-
reos al organismo, sobre todo en etapas de crecimiento.”®

La contaminacién aérea en las dreas urbanas es una
problematica relevante de salud publica. La contaminacién

aérea estd compuesta por gases (C0, NOx, SOx] y material
particulado (MP] que, en su mayoria, provienen de emisio-
nes vehiculares e industriales. De acuerdo con su didmetro
aerodindmico, la OMS clasificé el MP en particulas gruesas
(2.5-10 pm), particulas finas (0,1-2,5um) y particulas ul-
trafinas (menores de 0,1 ym]), denominadas MP 10, MP 2,5
y MP 0,1, respectivamente.? Respecto de la composicién
quimica, el MP urbano generalmente presenta un nucleo
carbonoso, trazas metalicas y compuestos organicos vola-
tiles adsorbidos en su superficie: hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP) y bifenilospoliclorados (PCB; reconocidos
compuestos carcinogénicos por IARC).10:11

La via principal de entrada del MP al organismo es la
inhalacién y el tracto respiratorio, mucosa respiratoria y
fagocitos pulmonares son su blanco preferencial. En los
macréfagos alveolares (MA], el MP induce la liberacion de
mediadores como especies reactivas del oxigeno (R0OS) y
del nitrégeno (NOS], interleuquinas pro y antiinflamatorias
(IL-1, IL-6, TNF-a e IL-10, respectivamente), factores mito-
génicos y quimiocinas.'?!3 En esta respuesta biolégica, se
activan caminos de sefializacion intracelular y factores de
transcripcién como NFkB y Nrf2 implicados en la respuesta
celular de tipo inflamatoria y en la regulacién de genes an-
tioxidantes (detoxificantes de fase I1).141> Si bien la inhala-
cién es el principal mecanismo por el cual ingresan los con-
taminantes aéreos al organismo, es conocido que, ademas
de los efectos pulmonares, el MP también puede provocar
efectos adversos a el nivel sistémico y en érganos a distan-
cia (corazén, vasos, higado, cerebro, etc.). Latranslocacién
de particulas ultrafinas a través de la barrera alvéolo-capilar
y/o los mediadores liberados por las células pulmonares
que pasan a circulacién tienen su primer blanco de accién
en la vasculatura. Diversos trabajos han mostrado que el
MP se asocia con mdltiples condiciones patolégicas, tales
como disfuncién endotelial, vasoconstriccion e incremento
de la presién arterial, asi como también favorece el desarro-
llo y progresion de la placa aterogénica.*®t

Adn cuando todos los habitantes de las grandes ciu-
dades se encuentran expuestos al MP aéreo, sus efectos

Tabla 1. Analisis de parametros zoométricos en animales controles (C] y animales con desnutricion crénica (DC).

Parametro Control DC

(media + EE) (media + EE)

Peso corporal (g) 253,4+7,2 144,0 + 2,9%**

Longitud corporal (cm) 21,3+0,2 18,8 £ 0,1***
Peso del fémur (g) 0,648 + 0,023 0,440 + 0,015%**
Longitud del fémur (mm) 27,05+0,15 23,73 + 12,00%**
Peso de la tibia (g) 0,420 + 0,015 0,273 + 0,013***
Longitud de la tibia (mm) 28,70+0,14 25,52 +0,13***

» Los datos se expresan como media + error estandar (EE); ***p < 0,001.
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Figura 1. Viabilidad celular de macréfagos alveolares.
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» Los histogramas representan la viabilidad celular evaluada por MTT de
los grupos experimentales. C, controles; DC, con desnutricién cronica;
ROFA, expuestos al material particulado; DC + ROFA, con desnutricién
crénica y expuestos al material particulado. Los datos representan la
media + error estandar.

dependen no sélo de las caracteristicas fisicoquimicas de
las particulas en suspensién/contaminantes, sino también
del individuo en el cual impactan. Al respecto, los nifios, los
mayores de 65 afios y los individuos con fallas cardiorrespi-
ratorias previas son considerados subgrupos susceptibles
a sus efectos adversos. Particularmente en nifios y adultos
jévenes, la exposicién a la contaminacién aérea se asocia a
cambios en marcadores subclinicos de aterosclerosis como
la rigidez arterial y el aumento del espesor de la intima-me-
dia carotidea y puede predisponer al desarrollo temprano de
patologias cardiovasculares.'®

Los nifios son una subpoblacién de riesgo, probablemen-
te, debido a que presentan inmadurez en sus mecanismos
de defensa e inhalan un volumen mayor de aire por unidad
de peso corporal que los adultos.’® La OMS estimé que
600000 nifios murieron en 2016 por causas pulmonares
asociadas a la contaminacién atmosférica y que cerca del
93 % de los nifios y niflas del mundo respira aire con niveles
de contaminacién que ponen en grave peligro su salud y su
crecimiento.?? Sin embargo, son limitadas las referencias
sobre cédmo afecta el MP a individuos con enfermedades de
base notransmisibles, tales como las vinculadas con la mal-
nutricién.

Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que
animales con desnutricién crénica (DC), expuestos en for-
ma aguda a cenizas residuales de la combustién del petré-
leo (ROFA, por sus siglas en inglés, Residual Oil Fly Ash] un
sucedaneo de la contaminacién ambiental aérea, presentan
alteraciones en pulmén, higado y corazén. En el pulmén,
se evidencié aumento del proceso inflamatorio, caracteri-
zado por el reclutamiento de células polimorfonucleares y
la reduccién del espacio alveolar. En el higado, se observé
aumento de linfocitos en el parénquima hepatico e incre-
mento del nimero de hepatocitos binucleados, pardmetro

relacionado con la regeneracién hepatica que representa
una respuesta al dafio téxico tisular iniciado por estimulos
xenobidticos o dietarios. Con respecto al corazén, la expo-
sicién a ROFA alteré el metabolismo oxidativo, que condujo
a la peroxidacién de lipidos en los animales desnutridos.’!
Estos resultados sugieren que el estado nutricional podria
jugar un papel clave en la capacidad de respuesta a los con-
taminantes del aire.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de la exposicién aguda a cenizas residuales del
petréleo (ROFA) tanto localmente, en la respuesta inmune
pulmonar, como sistémicamente en la vasculatura, en un
modelo de desnutricién crénica (DC) en ratas. Para ello, se
analizaron parametros relacionados con el metabolismo
oxidativo y el proceso inflamatorio, asi como también, para-
metros moleculares y funcionales.

Materiales y Métodos
Animales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de destete
(21-23 dias de edad) provenientes del Bioterio Central de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires. Los animales se mantuvieron en condiciones
estandares de luz, temperatura y humedad y se alimenta-
ron con una dieta balanceada para roedores, presentada
bajo |la forma de cilindros prensados con la siguiente compo-
sicién (g/100 g): proteinas, 22,7; lipidos, 7,09; fibra, 6; Ca,
1,3; P, 0,8; cenizas, 6,5; agua, 7,96; dextrina, hasta 100g.
Todos los experimentos se realizaron siguiendo las normas
de la Guia para el cuidado y uso de los animales de experi-
mentacién, de acuerdo con el NIH (Res. 8023).
1- Modelo experimental de desnutricién crénica (DC)

Figura 2. Actividad fagocitica de macréfagos alveolares.
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» Los histogramas representan el porcentaje de fagocitosis de los gru-
pos experimentales. C, controles; DC, con desnutricidn crénica; ROFA,
expuestos al material particulado; DC + ROFA, con desnutricién crénica
y expuestos al material particulado. Los datos representan la media +
error estandar, *p < 0,05.
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Figura 3. Produccién de citoquinas proinflamatorias por macréfagos alveolares.
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» Los histogramas representan los niveles del (A) factor de necrosis tumoral (TNF-a.) y (B] interleuquina 6 (IL-6), dosados en sobrenadantes de cultivo
de macréfagos alveolares de los grupos experimentales. C, controles; DC, con desnutricién crénica; ROFA, expuestos al material particulado; DC + ROFA,
con desnutricion crénica y expuestos al material particulado. Los histogramas muestran la media + error estandar, *p < 0,05.

Al momento del destete, las ratas fueron distribuidas
aleatoriamente en 2 grupos segun el consumo de alimento:
control (C) y desnutrido crénico (DC). El grupo C recibid una
dieta estandar en condiciones de libre demanda, mientras
que el grupo DC recibié un 80 % de la dieta consumida por C,
durante 4 semanas.

La cantidad de comida fue corregida por el peso corporal
(ingesta de alimentos en gramos, por 100g/peso corporal
por dia). El peso corporal y la longitud fueron registrados a
lo largo de todo el experimento.

2- Recoleccidn y caracterizacién de material particulado

Las cenizas residuales de la combustién del petréleo
(ROFA) se recolectaron en la planta industrial petrolifera
de Mystic River, Everett, MA, USA y fueron donadas por el
Dr. J. Godleski, de la Escuela de Salud Publica de Harvard,
Boston, MA, USA. Estas particulas son ampliamente utiliza-
das en toxicologia ambiental como sucedaneo de la conta-
minacién ambiental aérea.?%2

ROFA fue previamente caracterizada morfolégica y qui-
micamente por microscopia electrénica de barrido y espec-
troscopia dispersiva de rayos X.2>26 Las particulas de ROFA
son morfolédgicamente heterogéneas, con trazas de meta-
les (hierro, vanadio y niquel) en su composicién.

3- Exposicién animal a ROFA: protocolo experimental
Después de 4 semanas de tratamiento dietario, los ani-
males fueron instilados intranasalmente®”?8 con ROFA (1
mg/kg de peso corporal) o con buffer fostato salino esté-
ril (PBS-vehiculo), conformando 4 subgrupos (n = 15 por
grupo]: control, ROFA, DC, DC + ROFA. La dosis de ROFA fue
seleccionada sobre la base de trabajos previos.?2426:29
La eutanasia se realizé 24 horas después de la instilacién
intranasal con una sobredosis de ketamina/xilazina. Inme-
diatamente, se realizd 1) el lavado bronquioalveolar (LBA)
a fin de obtener cultivos primarios de macréfagos alveo-

lares (MA] como modelo para los estudios in vitro y 2] se
resecd la aorta toracica para los estudios funcionales y
bioquimicos.

4- Estudios en Macréfagos Alveolares (MA)
4.1 Aislamiento de MA y cultivo celular

Los MAde animales de los cuatro grupos experimentales
(C, ROFA, DC y DC + ROFA) se obtuvieron mediante el BAL,
segun Tasaty del Rey.3? Brevemente, las traqueas se canu-
laron y perfundieron con 1 ml de PBS frio (libre de Ca®* y
Mg?*, pH 7,2—7,4). Con el fin de obtener una cantidad 6p-
tima de células, el lavado con PBS 1X se repitié 12 veces.
La suspensién celular se centrifugé durante 10 minutos a
800xg a 4°Cy el precipitado celular se resuspendi6 en PBS.
El recuento de células totales se realizé en cdmara de Neu-
bauer, bajo microscopio de contraste de fases. De acuerdo
con criterios morfolégicos, se determiné que mas del 95
% de las células del LBA correspondié a MA. Las células se
sembraron en placas de 24 pocillos en medio RPMI-1640
(Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc.) con 10 % de suero
fetal bovino (SFB), penicilina (100UI/ml) y estreptomicina
(10 pg/ml) en una densidad de 0,125 x10° células/ml. Lue-
go de 20 - 30 minutos, las células no adheridas fueron re-
movidas y se adiciond medio fresco. Los cultivos se mantu-
vieron por 24 h en estufa a 37°C y atmésfera de 5% de CO5.

4.2 Viabilidad celular

El metabolismo celular se evalué mediante el ensayo co-
lorimétrico del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-bromuro
de tetrazolio (MTT). Luego de 24 h de la siembra, el medio de
cultivo de los MA fue removido y se adicioné 0,5 ml de me-
dio fresco, suplementado con 50 pl de MTT (4 mg/ml). Las
células se incubaron por 3 h y los cristales de formazan se
solubilizaron con SDS 10 %. La absorbancia correspondiente
acada muestra se midid a 570 nm.
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4.3 Ensayo de fagocitosis

La capacidad fagocitica de los MA provenientes de los ani-
males C,ROFA, DCy DC + ROFA se determind empleando esferas
de latex de 2,2 ym de didmetro. Brevemente, luego de 24 h de
incubacién, se agregaron al medio de cultivo esferas de latex
opsonizadas con suero fetal bovino en una relacién 1:10, du-
rante 1 ha 37°C. Después, se lavd para remover las esferas no
fagocitadas y las células fueron fijadas con paraformaldehido
al 4 %. La capacidad fagocitica fue evaluada bajo microscopia
6ptica (Leica DM500] y se cuantific el porcentaje de fagoci-
tosis. Se cont6 un minimo de 100 células por pocillo y al menos
tres pocillos por grupo.

4.4 Produccién del factor de necrosis tumoral oo (TNFa) e
interleuquina-6 (IL-6)

La secrecién de las citoquinas proinflamatorias TNFoL e
IL-6 por MA fue evaluada en el medio de cultivo utilizando
un ensayo inmunoabsorbente, ligado a enzimas (ELISA), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. La absorbancia fue
medida a 450 nm (longitud de onda de correccién 620 nm)
en un lector de placa (BioRad, Benchmark].

4.5 Determinacién inmunocitoquimica de la activacién del
sistema de defensa antioxidante

La activacion del sistema de defensa antioxidante se
evalué mediante inmunocitoquimica, utilizando un anticuer-

po contra el factor nuclear eritroide similar al factor 2 (Nrf2)
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX]. Las células fueron
fijadas con paraformaldehido al 4 %, permeabilizadas con
Tritén © X-100 (0,1 %) y se incubaron durante 12 - 14 h con
el anticuerpo Nrf2 (1:250]) diluido en seroalbimina bovina
(BSA 1%) y 0,03 % de Trit6n © X-100 en PBS 1X. Luego, las
células se lavaron 2 veces con PBS 1Xy se incubaron conun
anticuerpo secundario durante 1 h (Anti-rabbit- FITC Thermo
Fisher Scientific Inc.). Para observar el ndcleo de las células,
se realizé una contratincién con T0-PRO™-3 lodide (Thermo
Fisher Scientific Inc.) por 10 min. Las células fueron obser-
vadas bajo microscopia confocal (Leica SP5 AOBS). Para
cuantificar el nivel y localizacién de Nrf2, la fluorescencia
celular total corregida (FCTC), la fluorescencia total nuclear
corregida (FNTC) y la relacién fluorescencia nuclear/fluo-
rescencia celular total fueron analizadas segun McCloy et
al. 3L El andlisis se Ilevo a cabo utilizando el programa Image
Jversion 1.53e. Las células y el nicleo fueron manualmen-
te delimitados y el area, la intensidad integrada y el valor
medio de gris fueron determinados. Para obtener la FCTC y
la FNTC, los valores fueron corregidos por la fluorescencia de
fondo, midiendo la misma area y fluorescencia de sectores
sin células, adyacentes alas células evaluadas, y este valor
fue sustraido de la densidad integrada de la fluorescencia
celular total y la fluorescencia nuclear.

Figura 4. Expresion y localizacién celular del factor nuclear eritroide 2 [Nrf2) en macréfagos alveolares.
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» A) Microfotograffas representativas de la localizacién inmunocitoquimica de Nrf2 en animales controles (a), con desnutricién crénica (b) y expuestos
al material particulado, ROFA (c y d, respectivamente). Se observan las células marcadas con anticuerpo Nrf2-FITC (verde] y tincion nuclear de con-
traste empleando ToPro™ (rojo). B) Cuantificacién de la fluorescencia para Nrf2 en la totalidad de la célula, en el ndcleo y su relacion niicleo/célula total
de animales. C, controles; DC, con desnutricidn crénica; ROFA, expuestos al material particulado; DC + ROFA, con desnutricion crénica y expuestos al
material particulado. Los histogramas muestran la media + error estandar, *p < 0,05.
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Figura 5. Expresion del citocromo P450 1A1 (CYP1A1] en aorta.
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» La fotografia del Western Blot (A) y el grafico de barras (B) representan
los niveles de CYP1A1 de los grupos experimentales. C, controles; DC,
con desnutricién crénica; ROFA, expuestos al material particulado; ROFA
y DC + ROFA, con desnutricién crénica y expuestos al material particula-
do. Los histogramas muestran la media + error estandar, ***p < 0,001,
n=>5-7 animales por grupo.

5- Estudios en aorta
5.1 Pardmetros moleculares

Luego de 24 h de exposicién a ROFA se resecé |a aorta to-
racica y se determinaron los siguientes parametros bioqui-
micos: citoquinas (IL-6, IL-10 y TNFa) por ELISA; citocromo
P450 familia 1 subfamilial Amiembro 1 (CYP1A1); factor de
crecimiento transformante 31 (TGFB1) y 6xido nitrico sin-
tasa endotelial (eNOS) por Western Blot y canal de calcio
tipo L por RT-PCR.

5.1.1 Produccién de citoquinas

La produccién de las citoquinas IL-6, IL-10 y TNFau se
evalud en los sobrenadantes de los homogenatos de aorta
de los cuatro grupos experimentales utilizando el ensayo de
ELISA, como se describe en el item 4.4.

5.1.2 Determinacion de CYP1A1, TGF31 y eNOS

CYP1A1, TGF-B1 y eNOS fueron evaluados por Western
Blot. Las proteinas totales de una alicuota de homogena-
to de aorta se separaron en un gel de acrilamida 10 - 12 %
(SDS-PAGE), en un equipo Mini - Protean Il (BioRad]. Una
vez efectuada la electroforesis, las proteinas fueron trans-
feridas a membranas de PVDF. Las membranas se bloquea-
ron durante 1 h a 4 °C con leche descremada en polvo al 5
% en buffer TTBS (10 mM Tris—HCI, pH 8,0, 0,5% Tween 20,
150 mMNaCl) y se incubaron durante 10 -12 h a 4° C con
el anticuerpo primario especifico anti-B-actina (1:500, Sig-
ma-Aldrich Co), anti-TGF-B1, CYP1A1 o eNOs (1:500 Abcam
Inc). Luego se las lavd 3 veces con TTBS y se incubaron con
un anticuerpo secundario asociado a la enzima peroxidasa

(1:1000 Sigma-Aldrich Co). Las membranas nuevamente
se lavaron 3 veces y la marcacién se detecté con quimio-
luminiscencia (ECL- Amersham Biosciences Inc., UK). Las
bandas fueron cuantificadas usando el programa Image J
(1.50i, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).

5.1.3 Determinacidn del canal de calcio tipo L (CCTL)

La expresién del CCTL fue evaluada por RT-PCR. EI ARN
total de las aortas fue extraido con TRIzol (Life Technolo-
gies, Inc.-BRL, Grand Island, NY). EI ADN copia (ADNc) se
sintetizé incubando 2 pg del ARN extraido de las aortas, con
cebadores de hexameros al azar (Invitrogen), cada uno de
los 4 dNTP (Invitrogen) y 200 unidades de la transcriptasa
reversa MMLV (Promega, Buenos Aires, Argentina]. EI ADNc
(2u1] se utilizé para llevar a cabo la amplificacion (PCR) em-
pleando Taq Polimerasa (GoTaq Polymerase, Promega) y
cebadores especificos para CCTL: sentido: 5-CCTTCAAGACT-
GTGTTCAAAGC-3’ y antisentido: 5-TCCTTCCACATACCC GT-3'.
La gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH] se usé
como control interno y se utilizaron los siguientes cebado-
res: sentido: 5-ACCCAGAAGACTGTGGATGG-3’ y antisentido:
5’-CACATTGGGGGTAGGAACAC-3'. Los productos de la amplifi-
cacion fueron separados en un gel de agarosa al 1 % y tefi-
dos con bromuro de etidio. La densidad de las bandas fue
cuantificada utilizando un analizador de imagenes (Image
Quant 5.2) y normalizada a GAPDH.

5.2. Ensayo de contractibilidad. Medicién de la tensién iso-
métrica

Se resecaron las aortas, se sumergieron en solucién de
Krebs (4,7 mM KCl, 1,17 mM Na,HPO,, 130 mM NaCl, 1,16
mM MgS0y, 24,0 mM HCO3Na, 2,5 mM CaCl; y 6 mM gluco-
sa) y se cortaron en anillos de 3 - 4 mm. Para el montaje,
tres anillos de aorta se fijaron en sus extremos con alam-
bres de plata y fueron puestos en un bafio de érganos con
solucién de Krebs-Henseleit (20 ml) a 37° C continuamente
suplementado con carbdgeno. El alambre inferior estaba
unido a una varilla vertical sumergida en el bafio de 6rga-
nos; el otro, a un transductor isométrico de 50 g (TSD125,
BIOPACTM) conectado a un equipo de adquisicién de datos
(MP-100, BIOPACTM] y este, a la computadora donde se re-
gistré la sefal. Se aplicé una fuerza pasiva de 2 g y la prepa-
racion se estabilizé durante 1 h, lavando cada 15 min, antes
de iniciar las mediciones. Las mediciones se analizaron con
el programa Labtech Notebook Pro (Laboratory Technology,
Wilmington, MA, EE. UU.).

Para evaluar la respuesta contractil de la aorta, se agre-
garon secuencialmente dosis acumulativas (4x10°® a 4x10°
4] de noradrenalina (NA) al bafio de 6rganos. Para norma-
lizar las medidas de los diferentes segmentos adrticos, se
utilizé el peso del tejido adrtico himedo, en gramos.

Para comenzar la prueba, una vez que se colocaron y
estabilizaron los segmentos aérticos, se utilizé una solu-
cién de KCL (80 mM] para generar contracciones maximas,
cuando se despolarizaron las células del mudsculo liso vas-
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Figura 6. Perfil de citoquinas inflamatorias en aorta.
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» [A-B-C) muestra los niveles de interleuquina 6 (IL-6), interleuquina10 (IL-10) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF ] de los grupos experimentales. C,
controles; DC, con desnutricidn crénica; ROFA, expuestos al material particulado; ROFA y DC + ROFA, con desnutricién crénica y expuestos al material

particulado. Los histogramas muestran la media + error estandar, ***

p<0,001,n=5-7animales por grupo.

cular (VSMC]. Posteriormente, se evalug la relajacién aér-
tica antes de la liberacion de acetilcolina (Ach) de la aorta
precontraida con NA. Al llegar a la meseta de contraccién,
se analizaron las concentraciones acumuladas de Ach (108
-10* M). La méxima relajacion se expres6 como porcentaje
de la maxima contraccién obtenida con NA.

6- Anélisis estadistico

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado para
cada condicién experimental y en tres experimentos inde-
pendientes. Los datos de cada grupo fueron comparados
utilizando ANOVA de dos factores y postest de Bonferroni.
Los histogramas muestran la media + error estandar. La sig-
nificancia estadistica esta indicada por un p < 0,05.

Resultados

En linea con estudios realizados previamente en nuestro
laboratorio®?, los animales que recibieron la dieta de restric-
cién caldrica (DC), luego de cuatro semanas evidenciaron
una disminucion significativa en el peso y la longitud cor-
poral total, asi como también en fémur y tibia, respecto del
grupo control (Tabla 1).

Evaluacion ex - vivo de la respuesta de MA-DC expuestos a ROFA

Se estudié la respuesta funcional de MA obtenidos por
medio de LBA para los cuatro grupos estudiados. Se deter-
minaron los siguientes pardmetros: viabilidad celular, capa-
cidad fagocitica, produccidn de citoquinas proinflamatorias
y activacion del sistema de defensa antioxidante.

1.1.Viabilidad celular

La exposicién a ROFA no alteré la viabilidad de los MA de
ninguno de los grupos (Control, ROFA, DC y DC + ROFA) de
animales estudiados (Figura 1).

1.2. Actividad fagocitica

Para determinar la capacidad funcional de los MA obteni-
dos de los grupos control, ROFA, DC y DC + ROFA, se evalué
su actividad fagocitica. Como se evidencia en la Figura 2, la

exposicién a ROFA produjo una disminucién en la actividad
fagocitica tanto en los animales C como DC (p < 0.05).

1.3. Produccién de citoquinas proinflamatorias

La secrecién de citoquinas proinflamatorias de los culti-
vos de MA obtenidos de los grupos control, ROFA, DC y DC +
ROFA se observa en la Figura 3. ROFA indujo un incremento
significativo de los niveles de TNFa para C y DC (p < 0.05).
Cabe notar que el incremento de los niveles de TNFa fue
menor en el grupo DC + ROFA en comparacién con C + ROFA
(p<0.05, Figura 3A). Asimismo, el tratamiento con ROFA in-
dujo un incremento significativo de los niveles de IL-6. Esta
respuesta siguié un patrén similar al evidenciado por TNFa
(p < 0.05, Figura 3B).

1.4. Activacidn del factor nuclear antioxidante Nrf2

En respuesta al estrés oxidativo, la via del Nrf2 se acti-
va y desencadena una respuesta antioxidante que permite
mantener la homeostasis redox celular. Es por ello que eva-
luamos el nivel de expresién del factor de transcripcién Nrf2
e identificamos imunocitoquimicamente su localizacién
celular. Las Figuras 4A y 4B muestran imagenes represen-
tativas de la localizacién de Nrf2 y la cuantificacién de su
fluorescencia, respectivamente.

Al comparar MA-C y MA-DC no expuestos, se observa un
incremento significativo en la inmunomarcacién de Nrf2
para MA-DC (Figura 4A-a vs. c], que presenta un aumento
de la expresion tanto en el nivel celular como en el nivel
nuclear (p < 0.05, Figura 4B). Sin embargo, la relacién de
fluorescencia nudcleo/célula total en MA-DC muestra que la
activacion antioxidante de Nrf2 fue menor que en los MA-C
(Figura 4B).

La exposicién a ROFA en los MA-C ocasiond una clara in-
duccién de Nrf2, tanto en el nivel celular total como nuclear
(Figuras 4A-b y 4B) con respecto a los MA-C no expuestos a
ROFA (Figuras 4A-a y 4B). No se observaron cambios signi-
ficativos en la expresién o en la localizacién celular de Nrf2
entre MA-DC y DC + ROFA (Figuras 4A-c y d, y Figura 4B).

ByPC ene-abr 2024; 88(1):39-50 // ISSN-e 2684-0359



m Kurtz y col. Respuesta local y sistémica a la contaminacicn ambiental aérea en los niveles molecular y funcional: la desnutricién crénica como factor de riesgo.

Figura ?. Expresion del factor de crecimiento transfor-
mante B1 (TGF-B1) en aorta.
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» El grafico de barras representa los niveles de TGF-31 de los grupos expe-
rimentales. C, controles; DC, con desnutricion crénica; ROFA, expuestos
al material particulado; ROFA y DC + ROFA, con desnutricién crénica y
expuestos al material particulado. Los histogramas muestran la media
+ error estandar, *p < 0,05, ***p < 0,001, n = 5 - 7 animales por grupo.

2. Efectos de la exposicion a ROFA en la vasculatura de ani-
males DC

2.1 Parametros moleculares vasculares

2.1.1 Citocromo P450 1A1 (CYP1A1)

Como se muestra en la Figura 5, en las ratas control,
ROFA aumentd los niveles de CYP1A1 con respecto a las ra-
tas no expuestas (283 %, p < 0,001), mientras que los ani-
males desnutridos expuestos no mostraron cambios en la
expresion de CYP1A1.

2.1.2 Perfil de citoquinas

La Figura 6 muestra el perfil de citoquinas en homogena-
tos de aorta, en donde se observé que la exposicidon a ROFA,
en las ratas C, indujo aumento significativo de IL-6 e IL-10
(35 % y 30 %, respectivamente, p < 0,05], sin observarse
cambios en los niveles de TNFa. Los animales DC expues-
tos a ROFA no mostraron variaciones en los niveles de nin-
guna de las citoquinas evaluadas.

2.1.3 Factor de crecimiento transformante 31 (TGF-B1])

Como se muestra en la Figura 7, los animales DC presen-
tan mayores niveles de los TGF-B1 en aorta que los animales
de C (p < 0,001). Lainstilacién con ROFA indujo un aumento
significativo en la expresién de TGF-B1 en ambos grupos de
animales. Sin embargo, cabe destacar que la induccién de
TGF-B1 en los animales expuestos a ROFA fue menor en el
grupo DC en comparacion con el grupo C (41 % p < 0,05 vs.
216%p < 0,001, respectivamente].

2.1.4 Oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)

Se evalud la expresién de la eNOS en las aortas de los
cuatro grupos experimentales y se observé que la expre-
sién de esta enzima estda disminuida en aortas de animales
DC con respecto a C (Figura 8 p < 0,001). La instilacién con
ROFA provocé una reduccidn significativa de la eNOS tanto

para el grupo C como para el DC, siendo este mayor para el
grupo control (Figura 8, p < 0,001).

2.1.5 Canales de calcio tipo L (CCTL)

Al analizar los niveles de expresién de CCTL, se encontré
un patrén similar a la expresion de eNOS (Figura 9). La ex-
presion de CCTL en aortas de animales DC fue menor que en
grupo C (p < 0,005). Asimismo, la exposicién a ROFA indujo
una reduccién en los grupos C y DC (p < 0,001).

2.2 Parametros funcionales: contractibilidad adrtica

Con el objetivo de analizar la funcién arterial, se evalué el
tono vascular de los anillos de aorta (endotelio y musculo liso)
en respuesta a la NA y Ach. Los animales DC presentaron una
respuesta contractil a la NA menor respecto de los animales
controles. La exposicién a ROFA provocé una disminucion de
la contractibilidad de la aorta en el grupo control, sin embargo,
este efecto no se evidencié en los animales DC (Figura 10 A).
Respecto de larelajacién vascular, la instilacién de ROFA provo-
c6 una reduccién en la capacidad de relajacidn en respuesta a
la Ach tanto en el grupo C como en el DC. En el grupo de anima-
les DC + ROFA, se observé una marcada desaceleracién de la
relajacién y se alcanzé un porcentaje final de relajacién menor
respecto del grupo control expuesto a ROFA (Figura 10 B).

Discusion

Mundialmente la exposicion a la contaminacion aérea
(gases y material particulado-MP) en los actuales esce-
narios, es casiinevitable. El impacto del MP sobre la salud
depende tanto de sus caracteristicas intrinsecas (tamafio
aerodinamico, composicion quimica), de la concentracidn y
tiempo de exposicion a las mismas como de las caracteristi-
cas del individuo sobre el cual impactan. Las particulas sus-
pendidas en el aire pueden ingresar al organismo a través

Figura 8. Expresion la enzima 6xido nitrico sintasa endo-
telial (eNOS] en aorta.
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» El grafico de barras representa los niveles de eNOS de los grupos expe-
rimentales. C, controles; DC, con desnutricién crénica; ROFA, expuestos
al material particulado; ROFA y DC + ROFA, con desnutricién crénica y
expuestos al material particulado. Los histogramas muestran la media
+error estandar, ***p < 0,001, n =5 - 7 animales por grupo.
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de tres vias principales: respiratoria, digestiva y dérmica,
comprometiendo la salud humana.®3 La ruta predominante
es la respiratoria y los macréfagos alveolares (MA) son la
primera linea de defensa del organismo.3*

Segun la Organizacién Mundial de la Salud®’, los nifios
son especialmente vulnerables a los efectos de la conta-
minacién del aire, ya que presentan una mayor tasa de
inhalacion y sus mecanismos de defensa estan adn inma-
duros. Adema3s, los nifios son altamente susceptibles a la
malnutricién. Las restricciones en la dieta pueden dar como
resultado retraso en el crecimiento del nifio asociado a una
mayor morbimortalidad por infecciones respiratorias®®, asi
como un mayor riesgo de padecer en la edad adulta enfer-
medades crdnicas relacionadas con desérdenes metabé-
licos, hipertensién y otras patologias cardiovasculares.3®
Ademas, la restriccién dietaria exacerba la vulnerabilidad de
los individuos a los efectos adversos de la contaminacion
ambiental sobre la salud.3”-3° Aun asi, existen pocos estu-
dios que asocien la desnutricién infantil y la contaminacién
ambiental aérea. En este contexto, investigamos los efec-
tos de la exposicién a MP aéreo y desnutricién en un modelo
experimental murino.

Numerosos trabajos han demostrado que el estrés oxi-
dativo y los procesos inflamatorios son las vias de sefali-
zacion a través de las cuales tanto la contaminacién como
la malnutricién ejercen sus efectos adversos sobre el orga-
nismo. Ademas, algunos estudios muestran que la desnu-
tricién afecta de manera diferente el metabolismo oxidativo
y la inflamacién provocados por la contaminacién ambien-
tal 4041

La toxicidad del MP est4 relacionada con un incremento
en la generacion de especies reactivas del oxigeno (R0S), la
expresion de citoquinas pro y antiinflamatorias (IL-1, IL-6,
TNF-a. e IL-10), factores mitogénicos, quimiocinas!3#? y la
activacion de células inflamatorias como macréfagos y neu-
tréfilos.*® En concordancia, nuestros resultados muestran
que en macréfagos alveolares (MA) provenientes de ratas,
expuestos a ROFA en cultivo, la produccién de las citoquinas
proinflamatorias IL-6 y TNF aumenta. Sin embargo, esta
respuesta resulté atenuada en los MA provenientes de ani-
males desnutridos (DC). Los metales presentes en las par-
ticulas aéreas son conocidos inductores de la generacién
de ROS.*+*> En particular, la ROFA presenta en su composi-
cién metales tales como el vanadio, aluminio, etc.*® En este
sentido, en un estudio previo, mostramos que la exposicién
aguda a ROFA indujo en pulmdn, mediante un aumento de
la produccién de ROS y una disminucién de la capacidad
de las enzimas antioxidantes SOD y CAT, desbalance redox
resultante en un desequilibrio del metabolismo oxidativo
celular.?! La via de sefializacién antioxidante Nrf2/Keap1/
ARE celular se activa en respuesta a estresores con el fin de
contrarrestar un posible dafio oxidativo. Diversos estudios
revelan la participacion de Nrf2 en el balance energético
celular y esta funcién esta intimamente ligada al estatus
nutricional.*"#8 En este estudio, observamos que los MA-DC

Figura 9. Expresidn del canal de calcio tipo L (CCTL) en aorta.
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» El grafico de barras representa los niveles de CCTL de los grupos experi-
mentales. C, controles; DC, con desnutricién crénica; ROFA, expuestos
al material particulado; ROFA y DC + ROFA, con desnutricién crénica y
expuestos al material particulado. Los histogramas muestran la media
+ error estandar, **p < 0,001, n = 5-7 animales por grupo.

presentaron basalmente mayores niveles de Nrf2 que los
MA-C tanto en el citoplasma como en el nucleo. El aumen-
to de Nrf2 podria ser parte de la respuesta frente al estado
prooxidante que presentan en el pulmdn los animales con
desnutricién crénica, lo que fue evidenciado en trabajos
previos como aumento del anién superdxido en células del
LBA y alteraciones en enzimas antioxidantes tisulares.’!
Luego de la exposicion a ROFA, aumentan la expresién y
translocacién nuclear de Nrf2 en los MA-C, mientras que en
MA-DC, no se modifican los niveles de Nrf2 citoplasmatico ni
su translocacién. Este fendmeno podria deberse a que los
niveles basales de Nrf2 en MA-DC son mas elevados, lo que
podria representar una menor capacidad de respuesta a un
xenobhiético.

El MP actda no solo localmente sobre el sistema respi-
ratorio, sino también alcanza 6rganos a distancia como
corazén, higado, cerebro, etc.*®->2 El MP puede atravesar la
barrera alvéolo-capilar ingresando al sistema vascular para
luego distribuirse en el organismo. Por ello, siendo la vas-
culatura un blanco de su accidn, estudiamos el efecto de
ROFA en los niveles molecular y funcional en |a aorta. Como
se menciond anteriormente, la exposicién a la contamina-
cién del aire induce en las vias respiratorias la liberacién de
mediadores oxidantes e inflamatorios, con la consiguiente
disfuncién endotelial y aumento posterior de la presion ar-
terial. En este sentido, la contaminacién del aire juega un
papel crucial desencadenando la disfuncién endotelial.

La funcién endotelial fundamental se basa en un delica-
do equilibrio entre la formacién y la degradacién del éxido
nitrico (NO). Este metabolito es clave para muchas funcio-
nes de la vasculatura como la regulacién del tono vascular,
el mantenimiento de la coagulacién y la fluidez de la sangre,
la produccion de moléculas que regulan la funcién inflama-
toriay la reparacién vascular. La disfuncién endotelial es un
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Figura 10. Evaluacién de contractibilidad aortica.
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» El tono vascular se evalud en anillos de aorta de los grupos experimentales C, controles; DC, con desnutricién crénica; ROFA, expuestos al material
particulado; ROFA y DC + ROFA, con desnutricién crénica y expuestos al material particulado. Se determind la capacidad de contraccién en respuesta a
noradrenalina —NA (A) y la relajacién en respuesta a acetilcolina- Ach (B). La linea celeste corresponde al grupo C; la verde, a ROFA; la lila, a DC y la roja,

aDC+ROFA.**p<0,01,*p < 0,05.N =3-4 animales por grupo.

sello distintivo de la enfermedad cardiovascular (CVD], ya
que puede afectar negativamente la rigidez arterial y pro-
vocar hipertension persistente. En concordancia, en este
modelo de desnutricién crénica, la exposicion a ROFA indujo
en la vasculatura respuestas moleculares y funcionales al-
teradas.

En cuanto a los resultados moleculares, la respuesta del
sistema vascular a la exposicién a ROFA se evalué mediante
el CYP1A1, enzima que juega un papelimportante tantoenla
activaciéon metabdlica como en la detoxificacién. Cabe notar
que los niveles de los citocromos P450 dependen del tipo de
dieta de restriccién caldrica utilizada. Lee, JH et al. (2004),
empleando una dieta de restriccién proteica, encuentran
disminucion de las isoformas CYP1A2, CYP2C11, CYP2E1 y
CYP3A1/2°3, mientras que, en nuestro modelo de restric-
cién caldrica, donde no hay alteracién en la proporcién de
los componentes dietarios, observamos un aumento de
CYP1A1 en los animales DC. Sin embargo, en los animales
DC expuestos a ROFA no se registraron cambios respecto de
los niveles basales, lo que revela menor capacidad de res-
puesta que la observada en los animales controles.

La evaluacién de las citoquinas IL-6 y IL-10 aumenté en
respuesta a la exposicién a ROFA en la vasculatura, coinci-
diendo con la respuesta observada en otros 6rganos como
el puimén®* y en las células vasculares.”® En los DC la res-
puesta inflamatoria, independientemente de la exposicion
a particulas, se mantuvo en los mismos niveles que los ba-
sales.

TGF-B1 es una citoquina pleiotrépica que vascularmen-
te juega un rol importante tanto en condiciones fisiolégicas
como patoldgicas. En este trabajo, observamos cémo la
desnutricion aumenta los niveles basales de TGF-B1. Sin
embargo, en ambos grupos (C y DCJ, la exposicion a ROFA
aumenta significativamente la expresién de esta citoquina.
TGF-1P ejerce sus efectos tanto sobre las células endotelia-

les como sobre las fibras musculares lisas de la vasculatu-
ra.> EI NO es generado principalmente por la enzima 6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS] y es uno de los agentes
vasoactivos mas importantes producidos por el endotelio,
que induce la relajacién del musculo liso vascular e inhi-
be la activacién y agregacion plaquetaria. En este contex-
to, observamos que la expresién de eNOS esta disminuida
en aortas de animales DC con respecto a C. La exposicién
a ROFA indujo reduccién de los niveles de eNOs en ambos
grupos, independientemente de sus niveles basales. Se ha
demostrado que TGF-B1 puede regular negativamente la
produccién de NO.>” En concordancia, este trabajo muestra
por primera vez cédmo la exposicién a ROFA aumenta los ni-
veles de TGF-B1 y disminuye la eNOS vascular tanto en el
grupo C como DC.

La concentracién de Ca*? intracelular es otro de los fac-
tores que intervienen en la funcién contractil vascular. El
canal de Ca*? tipo L es uno de los marcadores del fenotipo
contractil en las células del musculo liso vascular. El patrén
de expresién de esta molécula resultéd semejante al descrip-
to paraeNos eindicaunadisminucion del canal en los DC, lo
que podria afectar la funcidn contractil vascular.

Recientemente, algunos estudios han demostrado que
la exposicidn a la contaminacién del aire induce hiperten-
sién asociada con vasorrelajacién disminuida, inducida por
acetilcolina en ratones.*®% En concordancia con estas ob-
servaciones, encontramos que la exposicién a ROFA redujo
significativamente la capacidad de contraccién y relajacion
adrtica en ratas, procesos que se vieron mas afectados en
el grupo DC en comparacidn con los controles. Estos resul-
tados se podrian interpretar como una menor capacidad de
respuesta en el grupo desnutrido.

En conclusién, mostramos que los animales DC no logra-
ron activar la respuesta inflamatoria y detoxificante a ROFA.
En relacién con la capacidad contractil del sistema vascu-
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lar, se observa una franca disminucién, asi como un cambio
fenotipico hacia un tipo celular mas indiferenciado. Nues-
tros resultados sugieren que la desnutricién aumentaria el
riesgo de enfermedad cardiovascular a través de la disfun-
cién endotelial en escenarios de contaminacién ambiental.
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Resumen

Introduccién: A finales del 2020, comenzé la campafia de vacunacién contra el virus SARS-CoV-2. Las pri-
meras vacunas aplicadas fueron Sputnik V, AstraZeneca y Sinopharm, con una eficacia de 97,6 %, 66,7 %
y 79,3 %, respectivamente. Objetivos: Determinar y comparar las concentraciones de anticuerpos totales
antispike en pacientes no vacunados y vacunados con primera y segunda dosis, infectados y no infecta-
dos. Materiales y métodos: Se analizaron muestras de pacientes que concurrieron al laboratorio durante
el 2021. Se clasificaron en grupos segun las dosis, el tipo de vacuna recibida y el estado de infeccién. Re-
sultados: Las medianas de anticuerpos de los no vacunados y vacunados con una sola dosis resultaron
las siguientes: 250,0 U/ml para vacunados infectados; 90,6 U/ml para vacunados no infectados; 51,9 U/
ml para no vacunados infectados y 0,4 U/ml para no vacunados no infectados. Todos los pacientes vacu-
nados con primeras dosis, infectados alcanzaron una concentracién de 250,0 U/ml. Los no infectados
presentaron diferencias segun el tipo de vacuna recibida [Sputnik V (114,2 U/ml), AstraZeneca (35,4 U/
ml], Sinopharm (16,6 U/ml]]. Todos los subgrupos con dos dosis alcanzaron una concentracién de 250,0
U/ml, excepto aquellos no infectados vacunados con Sinopharm/Sinopharm (113,4 U/ml]. Conclusidn:
Los pacientes vacunados, COVID-19 positivo presentaron mayor concentracién de anticuerpos que los
no infectados. Aquellos con una sola dosis, no infectados evidenciaron diferencias en la concentracién,
dependiendo de la vacuna recibida. Los pacientes vacunados con dos dosis, independientemente del
estado de infeccién y del esquema aplicado, alcanzaron la maxima concentracion, excepto aquellos que
habfan recibido Sinopharm/Sinopharm.

Palabras clave: virus SARS-CoV-2, vacunas, concentracién de anticuerpos

antispike, infectados, no infectados.
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Introduction: The vaccination campaign against the SARS-CoV-2 virus began at the end of 2020. The first
vaccines applied were Sputnik V, AstraZeneca and Sinopharm, with efficacies of 97.6 %, 66.7 % and 79.3
% respectively. Objectives: We performed a comparison of total anti-spike antibody concentrations in un-
vaccinated people and people vaccinated with the first dose and second dose, in both infected and unin-
fected patients. Materials and methods: A total of 1567 samples from patients who attended our labora-
tory (Laboratorio de Anélisis Clinicos Buenos Aires, Argentina) during 2021 were analyzed. Patients were
classified into groups according to the dose, type of vaccine received and infection status. Results: The
median antibodies of the unvaccinated patients and those vaccinated with a single dose were: 250.0 U/
ml Vaccinated Infected, 90.6 U/ml Vaccinated Not Infected, 51.9 U/ml Not Vaccinated Infected and 0.4 U/
ml Not Vaccinated Not Infected. All patients vaccinated with the first dose and infected reached a concen-
tration of 250.0 U/ml. Those not infected presented differences according to the type of vaccine received
[Sputnik V (114.2 U/ml), AstraZeneca (35.4 U/ml], Sinopharm (16.6 U/ml]]. The subgroups with two
doses reached a concentration of 250.0 U/ml, except those uninfected vaccinated with Sinopharm/Sino-
pharm (113.4 U/ml). Conclusion: All SARS-CoV-2-infected patients receiving any vaccine showed higher
anti-spike antibody levels than the vaccinated uninfected group. Patients immunized with a single dose
who did not develop the infection presented significant differences in the concentration of antibodies
depending on the vaccine administered. In contrast, the whole population who completed the two-dose
schedule, regardless of the infection status and the scheme applied, reached the maximum concentra-
tion of antibodies except with the Sinopharm/Sinopharm combination.

Key words: SARS-CoV-2 virus, vaccines, concentration of anti-Spike antibodies, infected, uninfected.
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Introduccién

A fines de diciembre de 2019, en la ciudad de Wuhan, en
China, fue detectado un alto nimero de cuadros de “neu-
monia de causa desconocida”. Con el aumento exponencial
de los mismos y su distribucién a otras regiones, el 11 de
febrero de 2020 la Organizacién Mundial de la Salud desig-
na dicha afeccién como Enfermedad por Coronavirus 2019
(COVID-19) y comienza a considerarla como pandemia.

El agente causal de la COVID-19 es el virus del SARS-
CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2,
por comparacion con su antecesor, SARS-CoV) con el que la
mayoria de las personas infectadas experimenta una enfer-
medad respiratoria leve a moderada y se recupera sin nece-
sidad de un tratamiento especial. Sin embargo, existen for-
mas graves que requieren de atencién médica inmediata e
incluso internacion, a las que son mas susceptibles las per-
sonas mayores y aquellas con afecciones médicas subya-
centes como enfermedades cardiovasculares, diabetes, en-
fermedades respiratorias crénicas o cancer. Los sintomas
mas frecuentes incluyen fiebre, tos, cansancio, pérdida del
gusto u olfato, dolor de garganta, dolor de cabeza, diarrea
y ojos rojos o irritados. En los cuadros clinicos mas graves,
se suma la dificultad para respirar o falta de aire, neumonia,
pérdida del habla o movilidad, confusién y dolor de pecho.!

Desde el inicio de la pandemia a la actualidad, se ha
avanzado en el conocimiento sobre las caracteristicas del
virus, su comportamiento, evolucién y manejo clinico de la
infeccion. Si bien se encuentran en desarrollo medicamen-
tos especificos para el tratamiento de la enfermedad, e in-
cluso algunos han sido recientemente aprobados en ciertos
paises, |la solucidn efectiva basada en la evidencia por com-
paracién con otras enfermedades es |la vacunacion a través
de la cual no solo se reduce el nimero de contagios, sino
también se disminuyen significativamente la morbilidad y
la mortalidad.

Argentina dioinicio alaCampafia Nacional de Vacunacién
contra la COVID-19 el 29 de diciembre de 2020. El propésito
de lamisma fue vacunar al 100 % de la poblacién objetivo en
forma escalonada y progresiva, de acuerdo con la disponibi-
lidad de vacunas y la priorizacién de riesgo para disminuir la
morbimortalidad y el impacto socioeconémico ocasionados
por el SARS-CoV-2 en el pais. La definicion de la poblacién
objetivo a vacunar se ha considerado en un marco bioético,
adoptando criterios basados en el riesgo de desarrollar una
enfermedad grave y/o complicaciones por COVID-19 y la
probabilidad de mayor exposicién no evitable al virus como
estrategia para incidir en la cadena de transmisién.?

Las primeras vacunas en administrarse fueron Sputnik
V (Sp), AstraZeneca (Az) y Sinopharm (Sn]. Con el tiempo,
se fueron incorporando el resto de las vacunas actualmen-
te disponibles [Moderna (Md], CanSino, Pfizer-BioNTech].
Luego de tres meses de iniciada la campafa de vacunacion,
se continu6 con la aplicacién de una segunda dosis. La efi-
cacia reportada con ambas dosis fue de 97,6 % (Sp), 66,7 %
(Az) y?9,3% (Sn).

Alternativamente, el Ministerio de Salud admitié el uso de
esquemas vacunales con las combinaciones Sp/Az, Sp/Md,
Az/Md, teniendo en cuenta estudios sobre inmunogenicidad
y seguridad de los esquemas heterélogos de vacunacién
contra COVID-19.3

Los objetivos de este estudio son: (a) determinar y com-
parar la concentracién de anticuerpos totales antispike
(Ac) en pacientes ambulatorios vacunados con primera
dosis y no infectados (VNI], vacunados con primera dosis
e infectados (VI], no vacunados no infectados [NVNI] y no
vacunados infectados (NVI]; (b] evaluar la diferencia de Ac
en pacientes ambulatorios infectados y no infectados que
recibieron dos dosis.

Materiales y métodos

Se analizaron muestras individuales de suero de pa-
cientes que concurrieron al Laboratorio de analisis clini-
cos Buenos Aires (LACba] en los periodos abril - junio (no
vacunados y vacunados con una sola dosis) y octubre - di-
ciembre (vacunados con dos dosis) del afio 2021.

En el momento de la admisién, los pacientes completa-
ron un cuestionario con antecedentes de contacto estre-
cho, sintomas relacionados con COVID-19, resultado de la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR] o test de anti-
geno, tipo de vacuna recibida, nimero de dosis y fechas en
las que fueron administradas.

Se confeccioné una base de datos y se los clasificé se-
gln estado de infeccidn y vacunacion (cantidad de dosis,
tipo de vacuna y esquema recibido).

Cabe destacar que los pacientes seleccionados concu-
rrieron al laboratorio luego de 21 dias de la vacunacién, ya
fuera de la primera o de la segunda dosis. Adem3s, se des-
cartaron pacientes que recibieron una dosis de CanSino,
Johnson & Johnson, Pfizer-BioNTech, CureVac y Sinovac.
ya que no eran poblaciones representativas.

La cuantificacién de anticuerpos de los distintos gru-
pos y subgrupos se realizd por electroquimioluminiscen-
cia (Cobas E600 Roche]). El valor de corte utilizado fue de
0,8 U/ml y el intervalo de cuantificacién empleado, 0,8 -
250,0 U/ml, ambos indicados por el fabricante. Se realizé
un andlisis estadistico mediante el software GraphPad
Prism 8.0.2, basado en las pruebas de Kolmogorov-Smir-
nov y Kruskal-Wallis.

Se compararon los niveles de Ac determinados en VNI,
VI, NVNIy NVI. Luego, la comparacién de medianas de Ac se
realizé en los subgrupos obtenidos segun tipo y dosis de
vacunas. Se calcularon las medianas de las concentracio-
nes de anticuerpos de los distintos grupos y subgrupos,
ya que no presentaban distribucién normal por la prueba
de Kolmogorov-Smirnov.

Los autores declaramos que para esta investigacién no
se han realizado experimentos en seres humanos ni ani-
males y hemos seguido los protocolos de nuestro centro
de trabajo sobre la publicacién y confidencialidad de los
datos de pacientes.
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Tabla I. Subclasificacidn de los grupos VNI y VI segln va-
cuna recibida.

Tabla Il. Grupos de pacientes vacunados con dos dosis
segun el esquema recibido.

Vacuna Dosis VNI Vi Vacuna Dosis No infectados Infectados
AstraZeneca 1 Az - (n=42) Az + (n=16) AstraZeneca 2 Az Az - (n=36) Az Az + (n=10])
. Sinopharm 2 SnSn- (n=12) SnSn+ (n=10]
Sinopharm 1 Sn-(n=97) Sn + (n=28)
Sputnik V 2 Sp Sp - (n=39) Sp Sp + (n=13)
Sputnik V 1 Sp - (n=236) Sp + (n=66) Sputnik V 1
SpMd- (n=17) Sp Md + (n=10)
Moderna 2

» VNI, vacunados no infectados; VI, vacunados infectados; Az-, AstraZe-
neca, COVID-19 negativo; Az+, AstraZeneca, COVID-19 positivo; Sn-, Si-
nopharm, COVID-19 negativo; Sn+, Sinopharm, COVID-19 positivo; Sp-,
Sputnik V, COVID-19 negativo; Sp+, Sputnik V, COVID-19 positivo.

Resultados

De las 1567 muestras totales analizadas, 848 pertenecian
a pacientes no vacunados, 572, a vacunados con una sola do-
sis y 147, a pacientes vacunados con dos dosis. Las mismas
se clasificaron en los grupos VNI [n: 450), VI (n: 122]), NVNI n:
304) yNVI (n: 544). Los grupos VNI y VI fueron subclasificados
segun el tipo de vacunas recibidas (Tabla ). Ademas, se clasifi-
caron los pacientes que recibieron dos dosis segun el esquema
recibido y el estado de infeccion (Tabla Il].

Las medianas de las concentraciones de anticuerpos de
los grupos VNI, VI, NVNI y NVI resultaron significativamente
(p<0,0001) distintas, segun Kruskal-Wallis (Tabla Ill).

Las medianas de Ac para los subgrupos definidos segtn va-
cuna recibida y estado de infeccién fueron significativamente
(p<0,0001] diferentes para Az-, Sn-, Sp-; mientras que para Az+,
Sn+, Sp+ no presentaron diferencias significativas (Figura 1).

De las medianas de las concentraciones de anticuerpos de
los grupos Az Az -, Sn Sn -, Sp Sp -, Sp Md -, Az Az +, Sn Sn +, Sp
Sp+, Sp Md +, solo resultd significativamente inferior (p<0,001)
el valor determinado para Sn Sn - respecto de los otros grupos
COVID-19 negativos (Az Az -, Sp Sp -, Sp Md -] (Figura 2).

1

Figura 1. Niveles de anticuerpos (medianas] en los sub-
grupos definidos segln vacuna recibida e infeccidn.
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» Az-, AstraZeneca, COVID-19 negativo; Az+, AstraZeneca, COVID-19 po-
sitivo; Sn-, Sinopharm, COVID-19 negativo; Sn+, Sinopharm, COVID-19
positivo; Sp-, Sputnik V, COVID-19 negativo; Sp+, Sputnik V, COVID-19
positivo; Ac, anticuerpos antispike ; *p<0,0001.

» Az Az-, dos dosis de AstraZeneca, COVID-19 negativo; Az Az+, dos dosis
de AstraZeneca, COVID-19 positivo; Sn Sn-, dos dosis de Sinopharm,
COVID-19 negativo; Sn Sn+, dos dosis de Sinopharm, COVID-19 positivo;
Sp Sp-, dos dosis de Sputnik V, COVID-19 negativo; Sp Sp+, dos dosis de
Sputnik V, COVID-19 positivo; Sp Md-, una dosis de Sputnik Vy una dosis
de Moderna, COVID-19 negativo; Sp Md+: Una dosis de Sputnik V y una
dosis de Moderna, COVID-19 positivo.

Discusion

La pandemia de COVID-19 llevé a un aumento y a una ace-
leracién en la velocidad de desarrollos cientificos que puedan
servir como herramienta para reducir su impacto, con la aten-
cién centrada en las vacunas, los medicamentos especificos
y los métodos de laboratorio tanto para la deteccién de SARS-
CoV-2 como parala medicién de la respuestainmune generada.

Larespuesta humoral a la infeccion por SARS-CoV-2 comien-
za a evidenciarse entre 1y 3 semanas posteriores al inicio de
los sintomas. En personas con infeccién moderada y severa,
se cree que se alcanza una respuesta inmune humoral mas
robusta, con altos titulos y persistencia. En pacientes leves o
asintomaticos, los niveles de Ac circulantes son frecuentemen-
te bajos e incluso puede no detectarse la presencia de anti-
cuerpos con posterioridad a la infeccién. En general, luego del
reconocimiento antigénico de los componentes virales, ambas
inmunoglobulinas (IgM e IgG) aumentan casi simultdneamen-

Figura 2. Medianas de la concentracion de anticuerpos
en los diferentes subgrupos.
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» Az Az-, dos dosis de AstraZeneca, COVID-19 negativo; Az Az+, dos dosis
de AstraZeneca, COVID-19 positivo; Sn Sn-, dos dosis de Sinopharm, CO-
VID-19 negativo; Sn Sn+, dos dosis de Sinopharm, COVID-19 positivo;
Sp Sp-, dos dosis de Sputnik V, COVID-19 negativo; Sp Sp+, dos dosis
de Sputnik V, COVID-19 positivo; Sp Md-, una dosis de Sputnik V y una
dosis de Moderna, COVID-19 negativo; Sp Md+, una dosis de Sputnik V
y una dosis de Moderna, COVID-19 positivo; Ac, anticuerpos antispike ;
*p<0,001.
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Tabla lll. Medianas de las concentraciones de anticuerpos.

VNI (n:450) VI (n:122) NVNI (n:304) NVI (n:544)
Anticuerpos (U/ml) 90,6* 250,0* 0,4* 51,9*
(percentilos 2,5-97,5%) (10,3-250,0) (100,6 - 250,0) (0,4 - 45,6) (7,66 - 169,2)

» *p<0,0001; VNI, vacunados no infectados; VI, vacunados infectados; NVNI, no vacunados no infectados; NV, no vacunados infectados.

te; IgM decae mas rapidamente, en promedio, luego de las tres
primeras semanas; IgG alcanza su punto maximo entre las 3 y
7 semanas después del inicio de los sintomas y se mantiene
por al menos 8 semanas.*

El tiempo de persistencia de los anticuerpos generados en
respuesta al SARS-CoV-2 sigue siendo objeto de estudio y pue-
de variar segun el método utilizado para su deteccién y cuanti-
ficacién. Algunos autores indican que seria de por lo menos 6
a 8 meses con posterioridad a la infeccién mientras que otros
reportan que entre el 5y 10% de las personas no desarrollan
niveles de IgG detectables luego de haber cursado la enferme-
dad.>® Ademas, diversos estudios sefialan que las personas
vacunadas producen anticuerpos con una cinética similar a la
alcanzada en la infeccién natural por el virus.” Es por ello que
aqui hemos seleccionado solo a aquellos pacientes que fueron
vacunados al menos 21 dias antes de latoma de muestra tanto
para la primera como para la segunda dosis.

Luego de la infeccion, se desarrollan anticuerpos dirigidos
principalmente contra la proteina de la nucleocépside (N] y la
proteina spike (S) del virus SARS-CoV-2. Ambas estimulan una
respuesta humoral temprana.

Actualmente, se considera que se alcanza una proteccién
efectiva contra la COVID-19 cuando se logra generar una poten-
te respuesta inmune dirigida a la proteina viral S. Si bien el es-
tudio de neutralizacién es el indicado para evidenciar su efecto
sobre la replicacién viral, los anticuerpos dirigidos contra la
proteina S suelen denominarse cominmente anticuerpos neu-
tralizantes, ya que su unién al RBD (receptor binding domain)
en la proteina spike bloquearia el acoplamiento del virus con
el receptor celular y, por lo tanto, seria capaz de neutralizar la
infectividad viral.®

Por lo mencionado anteriormente, el método que utilizamos
para la cuantificacién de los anticuerpos es un inmunoensayo
que permite la deteccidn selectiva de anticuerpos totales con-
tra la proteina spike del SARS-CoV-2 (Elecsys® Anti-SARS-CoV-2
S, Roche]). Elmismo reporta una especificidad del 99,98 %y una
sensibilidad de 98,30 % a los 21 dias del hisopado positivo, que
asciende a 100 % al dia 28.°

Analizando los resultados obtenidos, pudimos observar que
aquellos pacientes inmunizados con una dosis y que no cur-
saron la infeccidn, presentaron diferencias significativas en la
concentracién de anticuerpos en funcién de la vacuna recibida:
mayor para la vacuna Sputnik V, seguida por AstraZeneca y, por
dltimo, Sinopharm.

Por otra parte, se verifica que la totalidad de los pacientes
vacunados con una sola dosis que cursan infeccién por SARS-

CoV-2 presenta mayores concentraciones de anticuerpos res-
pecto de los no infectados. Esto mismo fue evidenciado en el
trabajo de Rajat Ujjainia y col'?, quienes evaluaron el porcen-
taje de anticuerpos neutralizantes en pacientes seropositivos
y seronegativos de COVID-19, vacunados y no vacunados con
AstraZeneca, a lo largo del tiempo. Ademas, describieron que
los pacientes previamente infectados alcanzaron el maximo
titulo de anticuerpos a la cuarta semana luego de la primera
dosis, mientras que los pacientes que no padecieron la enfer-
medad alcanzaron la maxima respuesta a los 28 dias después
de la segunda dosis. En nuestro caso, todos los pacientes con
segunda dosis, independientemente del estado de infeccién,
alcanzaron la maxima concentracién de anticuerpos capaz de
ser detectada por el método utilizado, excepto aquellos no in-
fectados inmunizados con dos dosis de Sinopharm.

Se concluye que todos los pacientes vacunados que cursa-
ron la infeccion por SARS-CoV-2 presentaron una mayor con-
centracién de anticuerpos antispike que los que no la cursaron.
Aquellos pacientes inmunizados con una sola dosis que no cur-
saron la infeccién presentaron diferencias significativas en la
concentracion de anticuerpos, dependiendo de la vacuna reci-
bida. En cambio, todos los pacientes vacunados con dos dosis,
independientemente del estado de infeccion y del esquema
aplicado, alcanzaron la maxima concentracidn de anticuerpos,
excepto con el esquema Sinopharm/Sinopharm. Destacamos
laimportancia de cumplir con el esquema de vacunacién suge-
rido por los especialistas para lograr inmunogenicidad.
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ARTICULO ORIGINAL

Estudio comparativo de nuevos métodos para el diagndstico de SARS-CoV-2: boiling

sin extraccion de acidos nucleicos y testeo en pools

Strategies to optimize diagnostic resources in times of pandemic.
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Resumen

Introduccién: La OMS declara la pandemia por SARS-CoV-2 en marzo de 2020. A partir de ese momento, se
transforma en el gold standard para su diagndstico la PCR en tiempo real (rt PCR). Ante la demanda exce-
siva de reactivos y la falta de los mismos, se ensayan alternativas para optimizarlos. Objetivo: Comparar
métodos de extraccion de 4cidos nucleicos: el método tradicional versus la inactivacién con calor (boi-
ling) y el procesamiento individual versus la realizacion de mezclas de muestras (pooling) en el diagnés-
tico de SARS-CoV-2. Materiales y métodos: Se usaron hisopados nasofaringeos en medio de transporte
para virus o en agua libre de RNasas. Se llevaron a cabo extraccién y purificacién de acidos nucleicos por
columnas, inactivacién de muestras por calentamiento (boiling) y realizacién de mezclas de muestras
de acuerdo con la estrategia de pool en matriz. Resultados: no se evidenciaron diferencias significativas
de Ct tanto en las muestras inactivadas por boiling como en los pools de muestras con respecto a los
resultados obtenidos por el procedimiento habitual. Discusién: La adopcién de estas estrategias permitié
optimizar recursos de extraccién y tiempo en el diagnéstico de SARS-CoV-2. La realizacién de pools en
formato de matriz se podria aplicar en poblaciones con baja prevalencia de la infeccién y, por el contrario,
lainactivacion por boiling se podria utilizar en épocas de alta prevalencia.

Palabras clave: pandemia, pools, rt PCR, boiling, optimizacién.

Abstract
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Introduction: In March 2020, the WHO declared the SARS-CoV-2 pandemic, with real-time PCR (rt-PCR])
being the gold standard for its diagnosis. Given the excessive demand for reagents and their lack, alter-
natives were tested to optimize them. Objective: To compare methods that allow optimizing resources in
the diagnosis of SARS-CoV-2: nucleic acid extraction by the traditional method versus heat inactivation
(boiling) and individual processing versus performing sample mixtures [pooling). Materials and meth-
ods: Nasopharyngeal swabs in transport medium for viruses or in RNase-free water were used for the
comparison. Nucleic acids were extracted and purified by columns. Samples were inactivated by heating
(boiling). Sample pools were obtained according to the matrix pool strategy. Results: No significant dif-
ferences in Ct were observed in samples inactivated by boiling or in sample pools, respect to the results
obtained by the traditional procedure. Discussion: The adoption of these strategies allowed optimizing
extraction resources and time in the diagnosis of SARS-CoV-2. The realization of pools in matrix format
could be applied in populations with low prevalence of infection, whereas inactivation by boiling could be
used in times of high prevalence.

Key words: pandemic, pools, rt PCR, boiling, optimization.
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Introduccién

En diciembre de 2019, un nuevo virus respiratorio emerge
e impacta en todo el mundo. En marzo de 2020, se declara
la situacién de pandemia por este nuevo coronavirus, SARS-
CoV-2, con la necesidad de tomar medidas sanitarias, entre
ellas, aumentar masivamente los testeos en poblacién sin-
tomatica, asi como en asintomatica, para evitar lo mas efi-
cientemente posible |la propagacién de este virus.

El método recomendado por la OMS para el diagnéstico
de SARS-COV-2, considerado el gold standard es la PCR en
tiempo real (rt PCR) en hisopado nasofaringeo. La rt PCR
consta de 3 pasos principales: inactivacién de la muestra,
extraccion y purificacién de acidos nucleicos y, por ultimo,
la PCR propiamente dicha y deteccién del producto amplifi-
cado. Cada uno de estos pasos requiere diferentes insumos
y reactivos, cuya demanda aumenté en forma abrupta en el
contexto de pandemia ocasionando la falta generalizada de
estos recursos.

Esta situacién se convirtié en la principal dificultad para
responder a las exigencias del diagndstico y modificé los
tiempos de entrega de resultados. Con el objeto de enfrentar
la falta de recursos y disminuir los costos, se estudiaron nue-
vas alternativas y algoritmos diagndsticos a fin de lograr dar
respuestas a las exigencias creadas por la pandemia.

Larealizacién de pruebas en grupo ha sido ampliamente uti-
lizada en serologia y banco de sangre; adaptarlas alas PCR para
diagnéstico de SARS-CoV-2 permitiria disminuir los tiempos de
respuesta junto con un ahorro en el consumo de reactivos.

Objetivo: Comparar la extraccion de acidos nucleicos por
el método tradicional versus la inactivacién con calor (boi-
ling) y el procesamiento individual versus la realizacién de
mezclas de muestras (pooling), en el diagndstico de SARS-
CoV-2, de manera tal de poder prescindir de algunos reacti-
vos y optimizar la utilizacién de otros para afrontar la gran
demanda provocada por la pandemia.

Materiales y métodos

Recoleccién de muestras: se recolectaron hisopados
nasofaringeos en tubo estéril con 2 mL de medio de trans-
porte paravirus universal o en 2 mL de agua libre de RNasas.

Extraccién y purificacién de acidos nucleicos: serealizé a
través de método manual con columnas Quick-RNA Viral Kit
de ZYMO RESEARCH.

Inactivacion por calentamiento (boiling): se llevé a cabo
el calentamiento durante 5 minutos a 95°C en termobloque.
Se tomaron 18 muestras (8 detectables y 10 no detecta-
bles]) recolectadas en agua libre de RNasas, previamente
extraidas y testeadas por el protocolo convencional, se in-
activaron por el método de boiling y luego, se les realizo la
PCR eliminando el paso de extraccién.

Mezcla de muestras (pooling): se realizaron mezclas de
acuerdo con una estrategia de pool en matriz. Cada matriz
comprende 25 muestras dispuestas en un esquema de 5
filas por 5 columnas, como se puede observar en la Figura
1. Con cada fila y con cada columna se realizd un pool con-
formado por 5 muestras, tomando alicuotas iguales de cada
una hasta llegar a un volumen final de 200 uL. De esta ma-
nera, por cada matriz se hicieron 10 extracciones y 10 PCR.
Cada muestra se realiz6 por duplicado porque se encontra-
ba formando parte de 2 pools en simultaneo: el de su filay
el de su columna.

Se elaboraron 10 matrices en total utilizando 250 mues-
tras testeadas previamente, 240 negativas y 10 positivas
con distintos valores de Ct. Se colocé una muestra positiva
en cada matriz, en una posicién al azar. La muestra positiva
fue detectada mediante la interseccidn de la fila y columna
positivas en la matriz.

Deteccidn por rt PCR: se utilizé el kit AltoStar Sars-CoV-2
1.5 RUO de altona, que detecta especificamente los genes
de las proteinas E y S de Sars-CoV-2. Se consideraron detec-
tables aquellas muestras con un cycle threshold (Ct) < 38,

Tabla I. Comparacion entre resultados de Ct por procedimiento habitual de extraccién y purificacién versus inacti-

vacion por calor, sin extraccién, en muestras positivas.

Muestra Cgen E (extrac- . g.e.n ; ACt Cgen .S'[Extrac- Ctgen S (Boiling) ACt
cion) (Boiling) cion)
1 25,88 28,84 2,96 25,31 28,79 3,48
2 26,55 27,04 0,49 25,46 26,90 1,44
3 22,43 23,00 0,57 21,56 23,22 1,66
4 18,77 20,52 1,75 17,12 21,62 4,5
5 26,57 28,77 2,2 26,01 27,99 1,98
6 24,68 24,98 0,3 24,03 23,91 -0,12
’ 23,23 20,66 -2,57 22,53 20,32 -2,21
8 22,53 25,33 2,8 22,77 24,99 2,22

» Ct, cycle threshold, ACt, diferencia entre el Ct boiling y el Ct extraccion; media de ACt gen E=1,70 (desvio estandar=0,66); media de ACt gen S=2,20

(desvio estandar=0,53).
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Tabla Il. Valores de Ct obtenidos para el gen E en las muestras individuales y en los pools de fila y columna de cada

matriz.
GenE M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
Gt 19,08 21,7 23,47 23,59 24,70 25,74 25,95 26,71 28,18 29,27
muestra
Etfﬁ;wl 22,74 25,05 23,36 25,35 24,08 23,33 26,78 27,25 26,8 26,87
Ctpool 22,06 25,08 25,3 23,45 24,63 24,92 27,61 27,57 27,45 26,6
columna

» Ct, cycle threshold. Cada matriz se expresa como M seguida de un ndmero del 1 al 10. ACt=(Ct pool fila/columna) - (Ct muestra); media de ACt fi-
nal=0,32 (desvio estandar = 2,14); media de ACt columna = 0,63 (desvio estandar = 1,87].

para ambos genes. Por otro lado, a aquellas muestras con Ct
< 38 parasolounodelos dos genes, se las considerd indeter-
minadas. Por dltimo, se consideraron no detectables aque-
llas muestras que no presentaron curva de fluorescencia o
que tuvieron un Ct > 38 ya fuera para uno o ambos genes.
Para las rt PCR se utiliz6 el termociclador z480 de Roche.

Resultados
Deteccion de SARS-CoV-2 en HNF sin extraccion

Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla
I. En la Figura 2, se pueden visualizar las diferencias halla-
das entre los Ct.

Para analizar la diferencia entre las muestras con y sin
extraccion de acidos nucleicos, se calculd, en las muestras
positivas, la diferencia de Ct para cada uno de los genes de-
tectados, y a ese valor se lo llamé ACt. La medida de los ACt
para cada uno de los genes estudiados fue de 1,70 para el
gen Eyde 2,20 parael gen S, con desvios estandar de 0,66
y 0,53, respectivamente.

Se utilizaron 10 muestras negativas, que resultaron no
detectables independientemente del paso de extraccién/
inactivacién utilizado. Se obtuvo total concordancia en la
interpretacion clinica de las muestras estudiadas.

Deteccién de SARS-CoV-2 en mezclas de muestras (pooling)

Los valores de Ct de las muestras individuales y de los
pools realizados (de fila y columna de cada matriz]) se en-
cuentran en las Tablas Il y IIl. En los gréficos (Figuras 3y 4),
se pueden observar para cada gen estudiado |as diferencias
de Ct entre las muestras individuales y los pools.

También se calculd la media de los ACt para cada uno de
los genes con respecto a los pools. Para el gen E, se obtuvie-
ron medias de ACt de 0,32 y 0,63 para los respectivos pools
de filay columna, con desvios estandarde 2,14y 1,87. Para
el gen S, se realizaron los mismos calculos y se obtuvieron
medias de ACt de 0,16 y 0,41, con desvios estandar de 2,38
y 2,04. El procedimiento por el cual se realizaron las matri-
ces y laforma de deteccidn de los positivos se esquematiza
abajo (Figura 1).

Discusion

En primer lugar, se probé sustituir la extraccion por boi-
ling en las muestras obtenidas con agua. Se sabe que esta
técnica se utilizé en otros trabajos'® y también se utiliza
como parte del protocolo de amplificacién isotérmica desa-
rrollado en nuestro pafs, Neokit. En concordancia con estos
trabajos, se obtuvieron buenos resultados. Las diferencias

Tabla Ill. Valores de Ct obtenidos para el gen S en las muestras individuales y en los pools de fila y columna de cada

matriz.
GenS M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
Ct pool

18,27 21,07 22,85 23,87 25,21 25,74 25,25 26,22 27,68 28,67
muestra
Ct pool fila 21,57 25,5 22,66 24,77 23,52 22,66 26,27 26,63 26,34 26,55
Ctpool

21,27 24,72 24,61 22,75 23,98 24,47 26,87 26,94 27,04 26,29
columna

» Cada matriz se expresa como M seguida de un nimero del 1 al 10. ACt = (Ct pool fila/columna) - (Ct muestra); media de ACt final = 0,16 (desvio estan-

dar = 2,38); media de ACt columna = 0,41 (desvio estandar = 2,04).
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Figura 1. Esquema de pools en matriz.
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» Alaizquierda, se observa el esquema de pools en matriz. Las muestras que conforman una matriz estan numeradas de la 1 ala 25. Con cadafilay con
cada columna, se realizaron los pools, cada uno conformado por 5 muestras. Cada muestra de la matriz se encuentra formando parte de 2 pools en
simultaneo, el de su fila y el de su columna. En total se realizaron 10 pools por matriz, denominados de laAala J. Ala derecha, en naranja, se evidencia
una muestra positiva con sus respectivos pools de fila y columna positivos. Se identifica la muestra por la interseccién de los pools positivos.

de Ct (de aproximadamente 2] se consideraron no signifi-
cativas, y en este trabajo, se puede ver una concordancia
total de la interpretacidn clinica de las muestras. Con estos
resultados se podria pensar que seria un método Util ante
una prevalencia alta de la infeccién, donde los Ct suelen ser
bajos, y una diferencia como la hallada no seria entonces
significativa. Con esta sustitucion, se podrian ahorrar recur-
sos de extraccion y purificacién. Como beneficio colateral,

también se optimizan los tiempos de proceso de las mues-
tras asegurando un resultado con mayor rapidez. Queda
pendiente evaluar con muestras obtenidas con otros me-
dios.

En cuanto a las pruebas de pooling en matriz, se pudo
apreciar que realizar mezclas no afecta de forma significa-
tiva el Ct obtenido por la rt PCR. Las diferencias de Ct son
bajas, y se mantiene la interpretacion clinica de las mues-

Figura 2. Diferencia de Ct entre las muestras inactivadas con calor, sin extraccidn, y las muestras que pasaron por el

proceso de extraccién y purificacion habitual.
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Figura 3. Diferencias de Ct entre muestras individuales y grupales para el gen E, para cada una de las matrices real-

izadas.
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tras. En este caso, se probaron matrices de 25 muestras
dispuestas en 5 filas por 5 columnas, realizando 10 extrac-
ciones y 10 rt PCR en lugar de las 25 que corresponden a la
forma tradicional del proceso, por lo que se ahorran 15 kits
de extraccién y de rt PCR por cada 25 muestras procesa-
das. Lo destacable de esta forma de agrupar las muestras,
en comparacién con el método de pooling tradicional, es la
capacidad de detectar la muestra positiva dentro de la ma-
triz mediante la interseccidn de filas y columnas positivas,
sin necesidad de recurrir a realizar en un segundo paso las
pruebasindividuales; en esto se conserva la agilidad del pro-
ceso. Ademas, como cada muestra se encuentra formando
parte de 2 pools en simultaneo, se testean 2 veces en pools
diferentes por lo que se eleva el valor predictivo negativo de
las muestras no detectables.

Matrices

Como desventaja se puede considerar que esta técnica
es mas trabajosa que el flujo tradicional de procesamiento
de muestras individuales y, por lo tanto, requiere de perso-
nal entrenado, pero, dadas las circunstancias de escasez
de reactivos, el beneficio aportado se consideré mayor.
Ademds, su mas importante limitacién seria la prevalencia
de la infeccion. Ben Ami et al%, quienes aplican esta téc-
nica, desarrollaron un programa estadistico para evaluar
la forma mas eficiente de realizar pooling, y determinaron
que es conveniente emplearlo cuando la prevalencia no
es mayor que el 10 %, a diferencia del boiling, que es pre-
ferible en prevalencias mds altas. Su limitacién se debe a
la forma de deteccién de los positivos, por interseccién de
filas y columnas positivas dentro de la matriz, ya que, ante
una prevalencia mayor de la infeccidn, con varias muestras

Figura 4. Diferencias de Ct entre muestras individuales y grupales para el gen S, para cada una de las matrices real-

izadas.
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positivas por matriz, las intersecciones de filas y columnas
positivas serian demasiadas, y, en ese caso, se deberian tes-
tear algunas muestras de forma individual, agregando pasos
al proceso y perdiendo agilidad. Por este motivo, se conside-
ra que es un método que podria potencialmente aplicarse a
poblaciones puntuales de pacientes donde la prevalencia se
mantiene baja como en la poblacién asintomatica. Lohse et
al. y Shental et al.>® también demuestran que en estas po-
blaciones la realizacién de pools no altera el resultado de las
muestras individuales. Dentro de este grupo, se podrian con-
siderar como casos a individuos con contacto estrecho con
pacientes positivos confirmados, viajeros, y como controles,
a personal de salud asintomatico dentro del lugar de trabajo,
pacientes prequirdrgicos y muestras recibidas en etapas de
pospandemia, con prevalencia de la infeccién baja.

La evaluacién de los métodos estudiados presenté resulta-
dos que se consideraron aceptables y abrieron la posibilidad
entonces de ahorrar en recursos tanto de extraccién como de
rt PCR, lo cual responde a las necesidades que surgieron du-
rante la época de pandemia.
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ARTICULO ORIGINAL

Actividad de la creatinfosfoquinasa isoenzima MB, un parametrointrascendente a la
hora de evaluar un infarto de miocardio en el servicio de Urgencias
Activity of the creatine phosphokinase isoenzyme MB, an insignificant parameter when evaluating an acute

coronary syndrome in the emergency department.
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Resumen

Introduccidn: La isoenzima MB de la creatinfosfoquinasa (CK-MB] fue utilizada como marcador de infarto
de miocardio (IM] durante varias décadas. En la actualidad, se recomienda su utilizacién Unicamente
en los casos en los que el laboratorio no disponga de troponina, ya que no aporta informacién adicional
y genera costos innecesarios. Objetivos: Evaluar la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo
positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN] de la troponina | de alta sensibilidad (hs-cTnl) y de la
actividad de la CK-MB en pacientes con sospecha de IM y en una subpoblacién de pacientes con valores
normales de hs-cTnl. Materiales y métodos: Se estudiaron retrospectivamente 230 pacientes atendidos
en el Servicio de Urgencias del Hospital Escuela de Agudos Dr. Ramén Madariaga, con solicitudes de hs-
cTnl,conosinelagregado de CK-MB durante el mes de juliode 2021. Resultados: La media de edad fue de
54 afios (24 - 84 1C: 95%); segun el sexo, 120 fueron hombres (52 %) y 110, mujeres (48%). Del total, 21
pacientes (9,1 %) fueron diagnosticados con IM. Los valores de S, E, VWP, y VUN para la hs-cTnl fueron de
95,4%,86,5%, 42,8%y 99,4 %, respectivamente; para la actividad de la CK-MB, fueron de 70,5 %, 64,2 %,
17,9%y 95,1 %, respectivamente, para la poblacién general,yde 0%, 71 %, 0 % y 98,7 %, para la subpobla-
cién con hs-cTnl normal. Conclusién: La actividad de la CK-MB no aporta mas informacién a la ya provista
por la troponina y tiene Sy VVP nulos cuando estan asociados a valores de hs-cTnl normales.

Palabras clave: infarto de miocardio, troponina, creatinfosfoquinasa MB.

Abstract
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Introduction: Creatine phosphokinase MB isoenzyme (CK-MB) has been used as a marker of myocardial
infarction [MI] for several decades. Its use is currently recommended only in cases where the labora-
tory does not have troponin, since it does not provide additional information and generates unneces-
sary costs. Objectives: To evaluate the Sensitivity (S), Specificity (E], Positive Predictive Value (PPV),
and Negative Predictive Value (NPV] of high-sensitivity troponin | (hs-cTnl) and CK-MB activity in patients
with suspected Ml and a subpopulation of patients with normal hs-cTnl values. Materials and methods: A
total of 230 patients attended in an Emergency Department with requests for hs-cTnl with or without the
addition of CK-MB during July 2021 were retrospectively studied. Results: The mean age was 54 years
(24 -84 Cl: 95%), and 120 were men (52%) and 110 women (48%). Of the total, 21 patients (9.1%) were
diagnosed with MI. The values of S, E, PPV, and PPV for hs-cTnl were 95.4%, 86.5%, 42.8%, and 99.4%, re-
spectively, whereas the values for CK-MB activity were 70.5%, 64.2%, 17.9% and 95.1% respectively for
the general population, and 0%, 7 1%, 0% and 98.7% for the subpopulation with normal hs-cTnl. Conclusion:
CK-MB activity does not provide more information than that already provided by troponin and has zero S
and VWP when associated with normal hs-cTnl values.

Keywords: myocardial infarction, troponin, creatine phosphokinase MB.
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Introduccién

Se denomina sindrome coronario agudo (SCA) al conjunto
de signos y sintomas compatibles con isquemia miocardica
aguda. “Engloba al infarto de miocardio (IM), con y sin su-
pradesnivel del segmento ST, con y sin onda 0, y a la angina
inestable (Al)”.

El Consenso sobre la Cuarta Definicién Universal de In-
farto (2018) enfatiza el uso y beneficios de la troponina
cardiaca (cTn) y, sobre todo, el de la troponina cardiaca de
alta sensibilidad (hs-cTn) en la evaluacién de pacientes
con sospecha de IM. La International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) define la hs-cTn
como aquella que posee una imprecisién menor que el 10%
del coeficiente de variacion [CV] en el percentil 99 del limite
superior de referencia (LSR] y que, ademas, es capaz de me-
dir concentraciones del biomarcador por encima del limite de
deteccién, en méas del 50 % de los sujetos sanos.?

La cTn es actualmente el elemento fundamental sobre el
cual se basan las definiciones de “dafio miocardico” e “infar-
to de miocardio”. El primero esta definido como la elevacién
de la cTn con al menos un valor por encima del LSR del per-
centil 99, mientras que el segundo se define como un dafio
miocardico al que se suma clinica evidente de isquemia. De
acuerdo con la clasificacion vigente de IM (tipo 1 a tipo 5),
basada en diferencias fisiopatolégicas, clinicas y prondsti-
cas, los criterios diagndsticos pueden variar.3

La troponina | de alta sensibilidad (hs-cTnl) es amplia-
mente utilizada en los laboratorios de Urgencias. Su princi-
pal ventaja, respecto de los métodos convencionales, es la
capacidad de medir pequefas variaciones de concentracion
que permiten detectar valores del analito mas pequefios
que los hallados por otros métodos. Esto hizo posible que
se planteen nuevos algoritmos diagndsticos que acorten los
tiempos de confirmacién o exclusién de IM en el Servicio de
Urgencias (rule-in y rule-out).*>

Elaumento de este biomarcador en sangre no confirma la
fisiopatologia involucrada en el dafio miocardico, por lo que
hay que tener en cuenta que puede elevarse en distintas
situaciones clinicas. Por este motivo, para el diagnéstico de
IM, es menester constatar el ascenso y/o descenso de los
valores de hs-cTnl con pruebas seriadas.®

Laisoenzima MB de la CK (CK-MB]) es utilizada como mar-
cador de injuria miocardica desde hace mas de cuatro déca-
das. Sin embargo, debido a sus desventajas analiticas y su
escaso valor diagnéstico, en la actualidad, solamente se re-
comienda su utilizacién en los casos en los que el laboratorio
no disponga de cTn, ya que no aporta informacién adicional,
puede generar confusién y aumentar los costos.”

Una importante limitacién, que se presenta al evaluar la
actividad enzimatica de la CK-MB, son las interferencias me-
todolégicas, inherentes a la muestra o al paciente, que pue-
den provocar falsos aumentos de la misma. La presencia de
macroquinasas o quinasas inespecificas, por ejemplo, al in-
ducir este falso incremento puede producir valores de CK-MB
compatibles con un IM en pacientes no afectados por este.®

Una forma de mejorar la cardioespecificidad es expresar
los resultados como cociente sobre la actividad total de la
CK circulante. De esta manera, un valor plasmatico que so-
brepase la proporcion de CK-MB habitualmente hallada en el
musculo esquelético puede considerarse como indicativo de
liberacién de la isoenzima desde el miocardio. No obstante,
la razén CK-MB/CK total también dista de ofrecer una combi-
nacion sensibilidad-especificidad aceptable para el diagnds-
tico de IM, ya que la influencia del interferente sigue estando
presente y pueden generarse resultados erréneos y confu-
sos. La mayor parte de estos problemas metodolégicos han
sido resueltos por la medicién de la concentracién de la CK-
MB en términos de masa. Sin embargo, con el advenimiento
de las troponinas se logré alcanzar un mayor rendimiento
diagndstico, al punto de considerarse que la adicidn de otro
biomarcador no aportaria mayor informacién de relevancia a
la hora de evaluar un paciente con SCASA pesar de ello, la CK-
MB sigue siendo frecuentemente solicitada en los servicios
de Urgencias junto con la hs-cTnl, lo que podria considerarse
un gasto y un consumo de recursos innecesarios.

Los objetivos de este estudio fueron: 1) Evaluar la sen-
sibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de la hs-cTnl en pacientes atendidos en
el Servicio de Urgencias del Hospital Escuela de Agudos Dr.
Ramén Madariaga, con sospecha de IM, durante el mes de
julio de 2021; 2) Evaluar la S, E, VPP y VPN de la actividad
de la CK-MB en la poblacion descrita y en una subpoblacidn
de pacientes cuyos valores de hs-cTnl se encontraran n por
debajo del p99.

Materiales y Métodos
Diseno

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo y retros-
pectivo.

Poblacion

Fueron incluidos en el estudio todos los pacientes mayo-
res de 15 afios que acudieron al Servicio de Urgencias del
Hospital Escuela de Agudos Dr. Ramén Madariaga (HEADRM]
de la ciudad de Posadas, Misiones, desde el 1 al 31 de julio de
2021, con signos y sintomas compatibles con SCAy a los cua-
les se les realizaron una o mas determinaciones de laborato-
rio, que incluyeron hs-cTnl con o sin el agregado de actividad
de la CK-MB. Fueron excluidos los pacientes sin diagndstico
definitivo debido a alta voluntaria y aquellos que fallecieron a
corto plazo, sin ningln informe de laboratorio.

Consideraciones éticas

Este trabajo cuenta con la aprobacién del Comité de Etica
y del Departamento de Docencia, RR. HH. e Investigacién de
lainstitucién.

Muestras bioldgicas
La muestra biolégica utilizada fue suero. Para su ob-
tencién, se extrajeronde 2 a 3 mL de sangre periféricay
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se lacolocd en un tubo primario sin anticoagulante. Una
vez formado el codgulo, se procedi6 a la centrifugacién
a 3000 rpm durante 10 minutos. Fueron excluidas las
muestras con hemdlisis. Los sueros se procesaron en
el equipo integrado de Quimica Clinica Dimension EXL
200® de la marca SIEMENS. El control de calidad utili-
zado fue el Liquichek Cardiac Markers Plus Control LT
de BIORAD en sus tres niveles: normal, patolégico 1y
patoldgico 2.

Anidlisis de datos

Para el calculo de S, E, VPP y VPN, se elaboraron ta-
blas de contingencia de doble entrada, tomando como
evento o enfermedad la confirmacion de IM establecida
por el Servicio de Cardiologia del HEADRM.

Para evaluar la hs-cTnl, se consideré como test posi-
tivo un valor por encima del LSR (62 ng/dL]). Para anali-
zar la actividad de la CK-MB, se consideré como prueba
positiva un valor por encima del LSR (25 U/L].

El procesamiento de los datos y el calculo de los pa-
ramétros estadisticos como media, rango y desvio es-
tdndar se llevé a cabo con los programas Statgraphics
Centuridn y Microsoft Excel 2013.

Resultados

Durante el mes de julio del afio 2021 fueron solicitadas por
el Servicio de Urgencias del HEADRM 383 determinaciones
de hs-cTnl y 171 de CK-MB (actividad). Luego de aplicar los
criterios de inclusidn y exclusién, se obtuvo un total de 230
pacientes con sospecha de IM como poblacién de estudio.

La media de edad fue de 54 afios (24 - 84 1C:95%), y la
proporcién segun el sexo fue de 120 hombres (52 %) y 110
mujeres (48 %). Del total, 49 pacientes (21 %) presentaron
al menos un valor de hs-cTnl por encima del LSRy 21 (9,1 %)
tuvieron finalmente el diagnéstico de IM establecido por el
Servicio de Cardiologfa.

Considerando Unicamente el grupo de infartados, la media
de edad fue de 59 afios (41-77 IC: 95 %) y la proporcion se-
gun el sexo fue: 20 % de mujeres y 80 % de hombres. En este
grupo, la presentacion clinica fue variable. Los individuos ma-
nifestaron de manera aislada o concomitante: dolor toracico
o precordial (90 %) con o sin irradiacién, disnea, tos, mareos,
edemas en miembros inferiores y lipotimia, entre otros.

En la tabla I, de doble entrada, se muestran los valores
para cada situacién. Los valores obtenidos de S, E, VPP y VPN
para la hs-cTnl y para la actividad de la CK-MB (con y sin hs-
cTnl normal) se muestran en la Tabla |l.

Tablal. Tablas de doble entrada utilizadas para calcular sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la troponina

hs-cTnl y la actividad de la CK-MB.

Diagnéstico de IM

Positivo Negativo Total
Positivo 21 28 49
hs-cTnl> 62 ng/L Negativo 1 180 181
Total 22 208 230
Diagnéstico de IM
Positivo Negativo Total
Positivo 12 55 67
CK-MB > 25U Negativo 5 99 104
Total 17 154 171
Diagnéstico de IM
Positivo Negativo Total
CK-MB >25U/L Positivo 0 42 42
Y Negativo 1 80 81
hs-cTnl <62 ng/L
Total 1 122 123

» hs-cTnl, troponina | de alta sensibilidad; CK-MB, actividad creatinfosfoquinasa MB; IM, infarto de miocardio.
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Tabla Il. Valor diagnéstico de los biomarcadores analizados.

CK-MB actividad con hs-

hs-cTnl CK-MB actividad
cTnl normal
S 95,4 % 70,5% 0%
E 86,5 % 64,2 % 1%
VWP 42,8 % 179% 0%
VVN 99,4 % 95,1 % 98,7 %

» S, sensibilidad; E, especificidad; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; hs-cTnl, troponina | de alta sensibilidad; CK-MB, actividad

creatinfosfoquinasa MB.

Discusién

En este andlisis, los valores de la actividad de la CK-MB
asociados a valores normales de hs-cTnl presentaron un
VPP nulo, lo que indica que ningln resultado elevado de la
actividad de la CK-MB correspondié a algln paciente con
IM y, de esta manera, se ratifica el postulado de que este
biomarcador no brinda mas informacién que la hs-cTnl. Por
otro lado, cuando la hs-cTnl es normal, la CK-MB carece to-
talmente de la capacidad para detectar a un verdadero in-
fartado (S=0%). Esto sumado a la notable susceptibilidad
a las interferencias metodoldgicas lleva a desaconsejar el
uso de la actividad de la CK-MB en la evaluacién integral de
un paciente con dolor toracico, apoyando lo establecido por
las dltimas guias y trabajos cientificos.

Volz y col. estudiaron retrospectivamente pacientes con
SCA atendidos en el Servicio de Urgencias de un Centro de
Trauma de nivel académico, urbano (EEUU) durante un pe-
riodo de 12 meses, que tenian solicitud de troponina T car-
diaca [Roche] y CK-MB. Se encontraron 11092 pacientes a
los que se les solicité al menos una troponina. La mayoria
de las muestras (97,9 %) tenian un pedido de CK-MB aso-
ciado. Hubo 7545 troponinas normales iniciales (68 %) y 11
de ellas tenian una CK-MB elevada asociada. Los médicos
tratantes consideraron que ninguno de esos 11 pacientes
habia tenido un IM. De esta manera, el valor predictivo posi-
tivo para la CK-MB asociada a una troponina normal fue del
0% (intervalo de confianza del 99 %). Los autores concluyen
que la CK-MB no es necesaria en el cribado inicial de IM y
puede omitirse con seguridad en pacientes con troponinas
normales.!0

Por su parte, Singh y col. evaluaron la utilidad clinica
de CK-MB y determinaron su demanda anual. Se examiné
el nimero de pruebas de CK-MB solicitadas entre los afios
2007 y 2013, mientras se iba desaconsejando y eliminan-
do progresivamente del panel de SCA y, posteriormente, del
panel general. Como resultado, se obtuvo una reduccién de
alrededor de 12000 a 150 pruebas de CK-MB por afio. A par-
tir de los registros de 171 pacientes, durante un periodo de
28 meses, CK-MB contribuyg al diagnéstico de uno solo de
ellos, aunque no fue imprescindible. Singh concluye asi que
las determinaciones de CK-MB no agregan valor informativo
al ya disponible con el ensayo de cTn y pueden ser elimina-

das de forma segura de los perfiles de laboratorio.*

Siguiendo la misma linea, Le y col. estudiaron el impac-
to clinico y financiero que conllevaba eliminar la CK-MB del
menu de pruebas del Departamento de Emergencias en un
centro médico académico (EEUU). La CK-MB se eliminé de
las plantillas de solicitud del Servicio de Urgencias y de las
solicitudes de laboratorio, aunque la prueba auln podia soli-
citarse manualmente. Se recabaron datos de CK, CK-MB y
troponina T (TnT) solicitadas durante un periodo de 12 me-
ses (6 meses antes de la intervencién y 6 meses después
de la intervencidn) y se obtuvo una poblacién de 6444 pa-
cientes. Todas las muestras con TnT normal, CK-MB elevada
e indice CK-MB elevado fueron consideradas discrepantes y
revisadas de forma independiente por 2 médicos de Urgen-
cias. Del total de pacientes, solo 17 fueron discrepantes, y
de ellos, ninguno fue diagnosticado con SCA. Luego de eli-
minar la CK-MB, las pruebas se redujeron un 80 %, lo que se
tradujo en un ahorro anual de costos considerable. Asi con-
cluyeron que la CK-MB puede eliminarse del menu de prue-
bas en el Servicio de Urgencias sin afectar negativamente la
atencion del paciente, al mismo tiempo que se logran aho-
rros sustanciales de costos de reactivos.?

Por otro lado, el desempefio de la hs-cTnl fue el esperado.
Una sensibilidad elevada junto con un VPN superior al 99 %
le permite al profesional médico disponer de una herramien-
ta atil al momento de decidir la hospitalizacién o no de un
paciente.

La hs-cTnl, junto con el electrocardiograma y demas
estudios complementarios, constituye uno de los pilares
fundamentales a |a hora de evaluar un SCA en el Servicio de
Urgencias.
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Resumen

Introduccién: Si bien los biomarcadores de laboratorio tradicionales y los criterios clinicos son utilizados
en diagnéstico, seguimiento y monitoreo de la sepsis, ninguno individualmente es suficiente. Surge un
nuevo enfoque de fenotipos de sepsis para estratificar subgrupos de pacientes que podrian responder
mejor a los tratamientos y mejorar la mortalidad. Objetivo: Describir y analizar los biomarcadores en el
contexto del nuevo enfoque de fenotipos de sepsis y reflexionar sobre la contribucién del laboratorio de
urgencias. Materiales y métodos: Se realizé una revisién bibliografica en las bases de datos MEDLINE y LI-
LACS con términos MeSH “pediatric” “sepsis” ‘phenotypes” y filtros “in the last 5 years”y “birth-18 years”.
Se adiciond una busqueda con menor especificidad usando “pediatric” AND “sepsis”. Desarrollo: La sepsis
es una entidad clinica aln en debate, pero con cierto consenso respecto de criterios en pediatria. Ciertos
marcadores de interés en la sepsis como el lactato, la procalcitonina, la proteina C reactiva han mostra-
do utilidad en pediatria para: deteccién temprana y diferenciacién de otras condiciones inflamatorias,
guiar el tratamiento y evaluar gravedad y predecir mortalidad. Sin embargo, la sepsis es un sindrome
heterogéneo y los marcadores tradicionales no han sido tan fiables; por esto, el desarrollo de nuevas te-
rapias especificas requiere centrarse en subconjuntos de pacientes. Se pueden clasificar tres fenotipos
principales: inflamatorio (respuesta inflamatoria exagerada y aumento de citoquinas proinflamatorias),
de inmunosupresion (respuesta inmunitaria disminuida y aumento en la produccidn de citoquinas anti-
inflamatorias) y de coagulacidn (activacién exagerada del sistema de coagulacion y formacion de micro-
trombos). El laboratorio de urgencias desempefia un papel importante en la identificacion etioldgica de
los agentes infecciosos, pruebas de sensibilidad antibidtica y medicion de biomarcadores y contribuye
al manejo efectivo de la sepsis.

Palabras clave: pediatrico, sepsis, fenotipos, laboratorio, biomarcadores.
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Introduction: Although traditional laboratory biomarkers and clinical criteria are used in the diagnosis,
follow-up and monitoring of sepsis, none is sufficient individually. A new pediatric sepsis phenotype ap-
proach has emerged to stratify subgroups of patients who could respond better to therapies and thus re-
duce mortality. Objective: To describe and analyze biomarkers in the context of the new pediatric sepsis
phenotype approach, and reflect on the contribution from the emergency laboratory. Materials and meth-
ods: Abibliographic review was carried out using the MEDLINE and LILACS databases with the MeSH terms
“pediatric”, “sepsis” and “phenotypes”, and filters “in the last 5 years” and “birth-18 years”. A search with
less specificity was added using “pediatric” AND “sepsis”. Development: Sepsis is a clinical entity still
under debate, with a consensus regarding pediatric criteria. Certain sepsis markers of interest such as
lactate, procalcitonin, and C-reactive protein have shown utility in pediatrics for early detection and dif-
ferentiation of other inflammatory conditions and to guide treatment and assess severity, and predict
mortality. However, sepsis is a heterogeneous syndrome and traditional markers have not been as reli-
able, and the development of new targeted therapies requires targeting subsets of patients. There are
three main phenotypes: inflammatory (exaggerated inflammatory response and increased proinflam-
matory cytokines), immunosuppressive (decreased immune response and increased production of anti-
inflammatory cytokines), and coagulation (exaggerated activation of the coagulation system and forma-
tion of microthrombi). The emergency laboratory plays an important role in the etiological identification
of infectious agents, antibiotic susceptibility testing and measurement of biomarkers, and contributes to
the effective management of sepsis.

Key words: pediatric, sepsis, phenotypes, laboratory, biomarkers
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Introduccién

La sepsis es una de las principales causas de muerte e
ingreso de individuos en las unidades de cuidado intensivo
(UCl1), con una media global recientemente estimada en 49
millones de casos anuales y una elevada mortalidad (30 - 40
%).1 Por este motivo continda siendo una prioridad en la sa-
lud publica. Representa la principal causa de muerte en los
nifos fallecidos en UCI pediatricas del mundo. En Argentina,
un estudio multicéntrico epidemioldgico realizado con 2559
pacientes de 59 UCI pediatricas reporté una frecuencia de
sepsis grave del 13,8 %°, lo que muestra que también es una
de las primeras causas de muerte en UCI.

La mayoria de los nifios que mueren de sepsis desarrolla
insuficiencia organica maltiple (I0M], dado que el tratamien-
to estd dirigido a eliminar el foco de infeccidn y dar soporte
alos érganos en forma precoz, sin abordar en profundidad la
fisiopatologia de la inflamacion.’

En la actualidad, las definiciones pediatricas de la sepsis
continGan en discusién y no estan completamente estandari-
zadas, como ocurre en la poblacién adulta en la actualizacién
del afo 2016 del Tercer Documento Internacional de Consen-
so (Sepsis-3).4

Los biomarcadores biolégicos de laboratorio tradicionales
ylos criterios clinicos son utilizados en el diagnéstico y segui-
miento de la sepsis para evaluar el pronéstico del paciente y
para monitorear el tratamiento. Un aspecto importante es la
identificacién del agente etiolégico que produce la infeccidn.
El cultivo y aislamiento microbioldgicos contindan siendo el
diagnéstico de referencia, con algunas desventajas como el
tiempo en la obtencién de los resultados, en especial en in-
fecciones por gérmenes resistentes u hongos, que retrasa el
inicio del tratamiento o la rotacion del antibiético.®

En los dltimos afos, este paradigma ha cambiado debido a
que se demostré cémo la respuesta inmunitaria del paciente
séptico tiene un papel clave en el desarrollo de la enferme-
dad, independientemente del agente causal, lo que demues-
trala necesidad de repensar el abordaje de estos pacientes.

Ciertos marcadores han sido de particular interés en la
sepsis como el lactato, la procalcitonina (PCT) y la proteina C
reactiva (PCR]. La PCT ha mostrado utilidad para el diagndsti-
co de sepsis en pacientes pediatricos?, para la deteccién tem-
prana y diferenciacién de otras condiciones inflamatorias;
para guiar el tratamiento antibi6tico® y para evaluar gravedad
y predecir mortalidad. La PCR se asocid a funciones similares
ala PCT, pero se eleva mds tardiamente y es considerada me-
nos especifica para el diagnéstico de sepsis.’

El lactato es un marcador de la funcién y metabolismo
celular, y su elevacién es indicador de hipoperfusién tisular
sistémica e indica gravedad de la sepsis. Sin embargo, su
uso individual ha perdido peso y se recomienda combinarlo
con otros marcadores de hipoperfusion para guiar las prime-
ras horas de reanimacién.t Otros marcadores que pronosti-
can una mayor mortalidad en la sepsis incluyen la hemog|o-
bina libre de células plasmaticas, la | interleuquina (IL] 8 y
la angiopoyetina 1y 2.°

Existen otros marcadores emergentes como la presepsi-
na, el receptor desencadenante soluble expresado en las cé-
lulas mieloides 1 (TREM-1), la proadrenomodulina (ProADM],
el receptor de activacién del plasminégeno tipo uroquinasa
(uPAR), entre otros, pero es importante destacar que un as-
pecto limitante puede ser la baja disponibilidad de estas de-
terminaciones en los laboratorios de urgencias, especialmen-
te en nuestro medio.

Ningln biomarcador, de forma individual, es suficiente para
el diagnéstico preciso de sepsis; ademas, sus niveles pueden
variar en funcién de la etapa y la gravedad de la sepsis, de la
enfermedad de base, la edad y el estado clinico del paciente.

En este contexto, se propone un analisis basado en un en-
foque combinado de marcadores tradicionales, sumado a nue-
vos y mas variados biomarcadores que permitan estratificar
a los pacientes sépticos en diversos subtipos o fenotipos con
caracteristicas observables y mecanismos fisiopatolégicos
comunes, de hiperinflamacién e inmunosupresion, incluyendo
aquellos que pueden desarrollar una inmunoparélisis. '

El enfoque de fenotipos de sepsis es un area de investiga-
ciénactivay prometedora, ya que, combinando mayor cantidad
de biomarcadores de laboratorio y criterios clinicos, se podrian
identificar de manera mas eficiente subgrupos de pacientes a
través de fenotipos, en grupos mas homogéneos y especificos,
con caracteristicas clinicas y biolégicas comunes, que podrian
responder mejor a las decisiones diagndsticas y terapéuticas.’
A su vez, estos fenotipos predicen respuestas diferenciales a
las terapias y varfan en la mortalidad en analisis retrospectivos
de ensayos clinicos en sindrome de dificultad respiratoria agu-
da (SDRA] y sepsis, hallazgos que necesitan ser validados en
estudios longjtudinales prospectivos.’

Este nuevo enfoque contrasta con el uso de definiciones
amplias de consenso de los sindromes en cuidados intensi-
vos, basadas en criterios clinicos estandarizados, y persigue
el objetivo de establecer pautas especificas de resucitacion,
alavez que guiar el tratamiento en forma mas individualizada
y especifica en los pacientes.!!

El pronéstico de la sepsis depende de la celeridad en su
sospecha diagnéstica y del inicio del tratamiento oportuno.
Por ello, el uso sistematico de un conjunto de medidas de
reconocimiento y tratamiento precoz basadas en signos vi-
tales, exploracion fisica, factores de riesgo y marcadores de
laboratorio puede contribuir a mejorar su desarrollo y morbi-
mortalidad.1? En este contexto de andlisis, se plantean los
siguientes interrogantes:

¢Qué cambios se suscitan en torno a los biomarcadores
proteicos mas tradicionales utilizados en sepsis en el contex-
to del nuevo enfoque basado en subtipos o fenotipos?

¢ Cudles el papel del laboratorio de urgencias enla facilitacién
de herramientas para el nuevo enfoque de fenotipos de sepsis?

El objetivo de este estudio fue describir y analizar los
biomarcadores tradicionales utilizados en sepsis en el con-
texto del nuevo enfoque basado en fenotipos y reflexionar
sobre cémo el laboratorio de urgencias puede contribuir al
nuevo enfoque.
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Tabla I. Términos y definiciones de sepsis en pediatria.

Sepsis:
sospecha de infeccion o infeccidn confirmada + 2 de los siguientes criterios
(al menos uno debe ser T o el recuento GB]:
- T2central >38,5°0<36°
- Taquicardia >2 DS p/edad sin otras causas o inexplicada y persistente
>30 min o bradicardia <p10 en nifios <1 afo sin otras causas o inexplicada y persistente >30 min.
- Taquipnea >2 DS o necesidad de ventilacién mecanica por un proceso agudo sin otras causas.
- Leucocitosis o leucopenia p/edad (sin otras causas) o >10% formas inmaduras.

Sepsis grave: sepsis + disfuncién organica™

*Disfuncién orgdnica: disfuncién cardiovascular o sindrome de distrés respiratorio agudo o =2 disfuncio-
nes de otros 6rganos:

Disfuncién cardiovascular:
a pesar de expansion adecuada con administracion de fluidos isoténicos 240 ml/kg en 1 h,
- PA<p5 p/edad o PAS <2 DS por debajo de lo normal p/edad, o
- necesidad de drogas vasoactivas para mantener PA en rango normal (dopamina >5 pg/kg/min o
cualquier dosis de adrenalina, noradrenalina o dobutamina), o
- hipoperfusion tisular (2 de los siguientes):
acidosis metabdlica inexplicable (déficit de bases > -5 mEg/1)
incremento de lactato arterial >2 veces que el normal
oliguria < 0,5 ml/kg/h
relleno capilar alargado >5 seg
gradiente de TA central-periférica >3 °C

Disfuncidn respiratoria:

Pa0,/Fi0, (PAFI)<300 sin cardiopatia cianética o enfermedad pulmonar previas

-Si PAFI <200, con infiltrado bilateral, inicio agudo y no evidencia de fallo cardiaco izquierdo, serfa un SDRA, o
-PaC0; >65 (0 >20 mmHg sobre la PaC0, basal), o

-probada necesidad de 0, o requerimiento Fi0, >50% para Sat0, 292%, 0

-necesidad de ventilacion mecénica invasiva o no invasiva no electiva

Disfuncion neuroldgica:
score Glasgow <11 o cambio brusco con descenso de 23 puntos desde un score basal anormal

Disfuncién hematoldgica:
recuento plaquetario <80000/mm?3 o descenso del 50% del valor previo dentro de los 3 Gltimos dias
(en pacientes crénicos hematooncolégicos) o RIN >2

Disfuncion renal:
creatinina sérica 22 veces que lo normal p/edad o el doble de la basal

Disfuncion hepatica:
bilirrubina total >4 mg/dl (no en neonatos) o ALT >2 veces mas que la normal p/edad

Shock séptico: sepsis con disfuncién cardiovascular

» Ta, temperatura corporal; GB, gldbulos blancos; DS, desvio estandar; p, percentil; PA, presion arterial; PAS presién arterial sistdlica; Pa0p,presién arterial
de oxigeno; Fi0p, fraccién inspirada de oxigeno; PAFI, relacion Pa0,/Fi0p; Sat0,, saturacion de oxigeno; RIN, relacién internacional normalizada. Adap-
tado de Sanchez-Diaz y col.t?
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Materiales y métodos

Se realizé un estudio de revisidn bibliografica a partir de
la bisqueda, seleccidn y andlisis de articulos cientificos. Se
realizaron bisquedas en la base de datos MEDLINEa través
de su buscador PubMed y en la base Literatura Latinoameri-
cana ydel Caribe en Ciencias de la Salud (LILACS).

En el buscador PubMed, se utilizaron los términos MeSH
“pediatric” “sepsis” “phenotypes” y se obtuvieron 573 re-
sultados; se aplicaron los filtros de fecha de publicacidn “in
the last 5 years” y edad de la poblacién “birth-18 years” y
se redujo el nimero a 158 resultados. Se adicionaron los
filtros del disefio de estudio “Clinical trial” y se obtuvieron 6
resultados con un articulo relacionado; con metaandlisis se
obtuvieron 3 resultados no relacionados, y con “Systematic
Review”, también se obtuvieron 3 resultados no relaciona-
dos con la tematica. Se utiliz6 otra estrategia de bisqueda
adicionando las palabras clave “immune paralysis” sin fil-
tros adicionales y se obtuvieron 6 resultados con 2 articulos
relacionados.

Se sumé una bisqueda con menor especificidad
en el buscador PubMed utilizando sélo los términos
“pediatric’AND “sepsis” y los filtros tipo de articulo “Meta-
Analysis” y fecha de publicacién “in the last 5 years”, y se
recuperd un articulo relacionado.

La estrategia de busqueda en LILACS se basé en varias
combinaciones de palabras clave, sin |la obtencién de resul-
tados. La combinacién de las palabras “sepsis y phenoty-
pes” arroj6 22 resultados, con seis articulos relacionados,
disponibles en texto completo.

También se incorporaron otros articulos de relevancia,
relacionados con el tema de estudio, hallados por relacién
y similitud de los algoritmos de los buscadores descriptos,
y otros articulos pertenecientes a diferentes grupos de in-
vestigacion, instituciones de salud y entidades cientificas
de referencia como la Sociedad Argentina de Pediatria.

Desarrollo

La sepsis afecta a millones de personas en todo el mun-
doy es una de las principales causas de morbimortalidad y
gasto de recursos sanitarios. Su incidencia varia segin los
diferentes estudios, los criterios de identificacién, la meto-
dologia y la poblacién estudiada.'® Segin datos globales
recientes, la incidencia de sepsis alcanza un punto maximo
en la primera infancia con un segundo pico de incidencia en-
tre los adultos mayores.!

La situacién epidemiolégica de la sepsis se encuentra
en constante cambio. Se observa que estan disminuyendo
las sepsis adquiridas de la comunidad en pacientes sanos,
producidas por microorganismos incluidos en el calendario
de vacunacidn, y se encuentran en aumento en pacientes
hospitalizados con comorbilidades, inmunosuprimidos y
con enfermedades de base'?, lo que dificulta los esquemas
de tratamiento antibi6tico empirico inicial y evidencia una
necesidad de individualizarlos y adaptarlos a cada situa-
cién particular.

En nifios, los estudios epidemioldgicos para estimar con
certeza el impacto de la sepsis son escasos, sin embargo,
se estima una incidencia de 22 - 60 sepsis/100000 nifos,
que aumenta en menores de un afo a 500 - 900/100000,
con una mortalidad hospitalaria global que oscila entre un 1
y 7%y, en UCI pediatrica, entre 8y 23 %.14

En un estudio multicéntrico epidemiolégico en Argentina,
se estudiaron 2559 pacientes de 59 UCI pediatricas y se re-
portd una frecuencia de sepsis grave del 13,8 %.2

Si bien la sepsis es una entidad clinica que aun se en-
cuentra en debate, se ha llegado a un consenso respecto de
algunos criterios para su uso en pediatria.

Los primeros enfoques de la sepsis basados en el
SRIS!>16 tenian limitaciones, dado que no necesariamente
reflejaban una respuesta andmala del huésped que repre-
sentara una amenaza para la supervivencia, y los criterios
aparecian en otras patologias. Este sindrome definia la sep-
sis grave en niflos como la presencia de unainfeccién acom-
pafada de disfuncién organica y el shock séptico como un
subtipo de sepsis que, a pesar de una adecuada expansién
de volumen, presentaba hipotensién arterial o taquicardia
con signos de hipoperfusién tisular. Se plante6 entonces
que la sepsis, la sepsis grave y el shock séptico eran esta-
dios graduales y progresivos de una misma enfermedad.

Si bien se utilizé muchos afios la definicién de SRIS, fue
dificil de llevar a la practica debido a que incluia pardmetros
con baja especificidad para detectar infeccién como la tem-
peratura, la frecuencia cardiaca (FC) y el recuento de gl6-
bulos blancos (RGB) en sangre periférica, dado que existen
diversas situaciones clinicas que causan inflamacién sisté-
mica sin la presencia de un foco infeccioso.

En el afio 2001, la definicion de sepsis fue revisada (Sep-
si's-2]16 y, aunque no se modificé, se incluyeron mas crite-
rios para garantizar una identificacion precoz, entre los cua-
les aparecen por primera vez biomarcadores, marcadores
de laboratorio como la proteina C reactiva (PCR) yla PCT.**

Algunos autores plantearon la necesidad de redefinir
la sepsis e incluir la evidencia de disfuncién orgénica en
la misma. El consenso pediatrico de la campafia Surviving
Sepsis publicado en 2020 considerd la presencia de sep-
sis cuando se encuentra asociada a disfuncién organica y
de shock séptico cuando se asocia a disfuncién cardiovas-
cular, siguiendo los criterios de Goldstein del afio 2005. En
cuanto a la definicion de disfuncién organica, recomendé
también utilizar los criterios de Goldstein 2005 (Tabla ] o el
score SOFA adaptado a pediatria, en la linea con los criterios
de Sepsis-3 (Tabla ll).

El consenso Sepsis-3“ se basa en la biofisiopatologia de
la sepsis, que incluye las funciones organicas, la biologia
celular, la bioquimica, la inmunologia y la circulacién y en-
fatiza lo importante del desarrollo de una respuesta no ho-
meostatica y desregulada del huésped a la infeccién. Esto
incrementa la potencial mortalidad en los individuos, que
supera considerablemente a una infeccion directa; por ello,
la necesidad de un reconocimiento rapido y urgente.

ByPC ene-abr 2024; 88(1):67-76 // ISSN-e 2684-0359



Capecce y col. Biomarcadores en el enfoque de fenotipos de sepsis pedidtrica. Aportes desde el laboratorio de urgencias. m

Tabla Il. Score SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) adaptado a pediatria.

Puntaje

0 1 2 3 4

Criterio respiratorio

PAFI (mmHg)* >400 300-399 200-299 100-199 <100
Sa0,/Fi0, >292 264 -291 221-264 220 148** <148**
Criterio cardiovascular
PA (mmHg]
<1 mes =46 <46
1-11m >55 <55
12-23m >60 <60
24-59m >62 <62
60-143 m >65 <65
144 -216m >67 <67
>216m >70 <70
Drogas (ug/kg/min) DA<S DA=5,1-15 DA>15
dobutamina A<0,1 A>0,1
NA<0,1 NA >0,1
Criterio SNC
Glasgow 15 13-14 12-10 9-6 <b
Criterio renal
Diuresis <500 <200
(mL/dia)
Creatinina <0,8 0,8-0,9 1,0-1,1 1,2-1,5 >1,6
(mg/dL) <0,3 0,3-0,4 0,5-0,7 0,8-1,1 >1,2
<1 mes <0,4 0,4-0,5 0,6-1,0 1,1-1,4 >1,5
1-11m <0,6 0,6-0,8 0,9-1,5 1,6-2,2 >2,3
12-23m <0,7 0,7-1 1,1-1,7 1,8-2,5 >2,6
24-59m <1 1,0-1,6 1,7-2,8 2,9-41 >4,2
60-143m <1,2 1,2-1,9 2,0-34 3,5-49 >5
144 -216m
>216m
Criterio coagulacion
Plaquetas/mm? =>150000 100000- 50000 - 20000- <20000
149000 99000 49000
Criterio hepatico
Bilirrubina t <1,2 1,2-1,9 2,0-59 6,0-11,9 >12,0
(mg/dL)

» *Si no se dispone de PAFI, utilizar Sa0,/Fi0; **con soporte respiratorio. Pa0y, presion arterial de oxigeno; Fi0p, fraccién inspirada de oxigeno; PAFI,
relacién Pa0,/Fi0p; Sa0j, saturacion de oxigeno; PA, presién arterial; DA, dopamina; A, adrenalina; NA, noradrenalina; SNC, sistema nervioso central.
Adaptado de Sanchez-Dfaz y col.t?
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En los pacientes con sospecha de sepsis, es necesario
realizar examenes de los biomarcadores de laboratorio en
relacién con el objetivo buscado. Algunos de los analisis que
resultan de utilidad en el paciente séptico se observan en la
Tablalll.

La sepsis es un sindrome heterogéneo e impreciso que
incluye multiples fenotipos, que muestran diferentes res-
puestas y susceptibilidad a terapias especificas. Hasta el
momento, parece que el uso de marcadores tradicionales de
laboratorio no ha proporcionado una ayuda tan fiable para
identificar la sepsis e incluso su gravedad, y que el desarrollo
de nuevas terapias requerird centrarse en subconjuntos de
pacientes.’

Surge, entonces, el enfoque del analisis de los subtipos
o fenotipos de sepsis en pediatria para identificar qué nifios
sépticos tendrian mas probabilidades de beneficiarse al ins-
taurarse un tratamiento u otro de manera adecuaday precoz.

En los dltimos afios, se ha puesto un énfasis considerable
en caracterizar los fenotipos de sepsis en pacientes critica-
mente enfermos. Estos fenotipos podrian tener implicancias
pronésticas y terapéuticas y se estudian en el contexto de la
medicina de precisién en el entorno de cuidados intensivos.

La mayoria de los nifios que mueren de sepsis lo hacen por
el desarrollo de 1OM; por ello, el tratamiento debe estar dirigi-
doaeliminar el foco de infeccién y a dar soporte a los érganos
desde la perspectiva de la fisiopatologia de la inflamacién.

La identificacién y clasificacion de diferentes fenotipos
ha incluido enfoques basados en datos de marcadores mo-
leculares como la expresién génica y datos clinicos de los
pacientes, ademas del analisis de los biomarcadores mas
tradicionales.®

Estudios de biomarcadores en adultos con sepsis y SDRA
han demostrado que la estratificacién en subfenotipos espe-
cificos conduce a unaidentificacién eficiente de los pacientes

que podrian responder mejor a las diferentes intervenciones.
Sinha y col.?® probaron dos subfenotipos de SDRA (hiperin-
flamatorio y no inflamatorio) para determinar la respuesta al
tratamiento con estatinas. La mortalidad a los 60 y 90 dias
fue mayor en el subfenotipo hiperinflamatorio y no hubo dife-
rencias en la respuesta al tratamiento entre los grupos.

Seymour y col.?% analizaron méas de 20000 adultos que
cumplieron con los criterios de Sepsis-3 dentro de las 6 horas
del ingreso hospitalario. Se estudiaron 27 biomarcadores sé-
ricos que reflejan la respuesta del huésped a la sepsis inclu-
yendo los dominios de la funcién inflamatoria, endotelial, de
coagulacion y de 6rganos vitales (Tabla IV]. Se identificaron
cuatro subfenotipos de sepsis denominados a., B, 7 y 6, que
se correlacionaron con los patrones de respuesta del hués-
ped y los resultados clinicos.

El fenotipo a fue el mas frecuente (33 %) e incluyé a los
pacientes con menor administracién de vasopresor; en el
fenotipo [3, los pacientes eran de mayor edad y presenta-
ban mayor carga de enfermedad crénica y disfuncién renal;
en el v, los pacientes tenian mas inflamacién y disfuncion
pulmonar y, en el fenotipo , presentaban mayor disfuncién
hepatica y shock séptico. La mortalidad a los 28 y 365 dias
fue mayor entre el fenotipo d frente a los otros 3 fenotipos
(p<0,001). Hubo diferencias consistentes en los patrones de
biomarcadores por fenotipo y, por ello, este grupo de inves-
tigacién sugirié que la identificacién de fenotipos de sepsis
puede contribuir a comprender las distintas respuestas a los
tratamientos y a disefiar nuevos ensayos clinicos.?®

El desafio en pediatria es mayor debido a la escasa infor-
macién disponible, sin embargo, hace algunos afos existen
lineas de investigacion que plantean la hipétesis de tres
fenotipos inflamatorios de sepsis que podrian aplicarse a
pacientes pedidtricos®!: 1) I0M asociada a inmunoparilisis,
2] I0M asociada a trombocitopenia y 3] 10M secuencial con

Tabla Ill. Parametros de laboratorio y examenes complementarios en el paciente séptico.

Abordaje inicial

Enrelacién con la sospecha
clinica

Diagnéstico clinico HMG, PCR, PCT

Valoracion sistémica, grave-
dad y prondstico

EAB, lactato, coagulacion, glu-
cemia, ionograma, calcio iénico,

urea, creatinina, transaminasas,
bilirrubina, ecografia, ecocardio-
grafia, troponina, NT-ProBNP

Evaluacion del foco de infec-
cién

examen LCR, imagenes

Confirmacién del agente Hemocultivo

etioldgico

urocultivo, cultivo LCR, otros culti-
vos, técnicas moleculares

» HMG, hemograma; PCR, proteina C reactiva; PCT, procalcitonina; EAB, estado acido base; LCR, liquido cefalorraquideo.
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disfuncién hepatobiliar. Enla Tabla V, se observan los criterios
clinicos y biomarcadores utilizados para definir los fenotipos
inflamatorios de sepsis en pediatria.

Los tres fenotipos se asociaron con una mayor inflama-
cidn y peores resultados al compararse con nifios sépticos
sin laidentificacién de estos fenotipos, pero la hipétesis debe
confirmarse en otros estudios clinicos multicéntricos de pa-
cientes pediatricos con [OM.

Los nifios que presentaron el fenotipo I0M asociada a
inmunoparalisis o sindrome de inmunoparalisis se caracte-
rizaban por tener agotamiento de los 6rganos linfoides, una
reduccién prolongada de la funcién inmune innata y adap-
tativa y una respuesta disminuida del factor de necrosis tu-
moral alfa (TNFy] a la endotoxina bacteriana, ademas de una
expresion disminuida de HLA-DR en monocitos o linfopenia
durante mas de tres dias. En estos pacientes, se observé que
la funcién inmune podia restaurarse mediante la modulacién
inmunitaria o la disminucién gradual del inmunosupresor. En
este fenotipo, la hiperinflamacién se relacioné con una infec-
cién persistente, una menor respuesta del TNF acompafiada
de una respuesta sistémica aumentada de IL-6 yIL-10.

En el fenotipo IOM asociada a trombocitopenia, se obser-
v6 una reduccidn de la enzima ADAMTS13 que contribuye
a la incapacidad para eliminar los multimeros del factor de
von Willebrand, y la consecuente formacién de codgulos pla-
quetarios y microangiopatia trombdtica (MAT), que puede
revertirse con terapia de recambio plasmatico. La hiperinfla-
macién en estos nifios se asocia con la sobreactivacion del
complemento y el desarrollo de la purpura trombocitopénica
trombdtica y sindrome urémico hemolitico atipico (SUHa) y
con necrosis relacionada con la trombosis microvascular en
la coagulacion intravascular diseminada (CID). En estos ca-
sos, el tratamiento de eleccidn seria el farmaco eculizumab,
un anticuerpo dirigido contra el componente del complemen-
to C5a, que se encuentra aprobado por la FDA para el SUHa,
dado que revierte la inflamacién provocada por la hipercom-
plementemia.

Los nifios que presentan el Gltimo de los fenotipos des-
criptos, I0M con disfuncion hepatobiliar (respiratoria seguida,
varios dias después, por disfuncion hepatica), son mas pro-
pensos a la disfuncién de las células natural killer o linfocitos
T citotéxicos. Las infecciones virales les causan linfoprolife-
racion con liberacién de fas ligando soluble (sFasL], hemo-
fagocitosis y dafo hepatico mediado por sFasL, que puede
responder a diversas estrategias de tratamiento. La hiperin-
flamacién en estos nifios puede estar relacionada con suin-
capacidad para responder a infecciones virales o para inducir
la apoptosis de células inmunitarias activadas. Se recomien-
daeluso de rituximab (anticuerpo anti-CD20] para revertir la
enfermedad linfoproliferativa.

La identificacién de diferentes fenotipos de sepsis podria
tener numerosas utilidades: por ejemplo, en el estudio de
Wong y col.2?, desarrollaron un modelo de riesgo de mortali-
dad en sepsis llamado Pediatric Sepsis Biomarker Risk Model
(PERSEVERE), basado en cinco biomarcadores: ligando de

Tabla IV. Biomarcadores séricos estudiados en Seymour y col.®

Antitrombina Ill

Proteina C reactiva

Colageno IV

Dimero D

Selectina E

Factores de coagulacion Vy IX
Moléculas de adhesién endotelial ICAM y VCAM
IL: 1b, 6,8, 19, 12

Molécula de injuria renal 1 (KIM-1)

Inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1)

Procalcitonina

Actividad del plasminégeno

Actividad de la proteina S y la proteina C

Protrombina

Selectina-P

Complejo trombina - antitrombina (TAT)

Inhibidor de metaloproteinasa 2 (TIMP-2)

» Adaptado de eTable2, material suplementario de Seymour y col.20

quimiocina CC3 (CCL3), IL8, proteina de choque térmico 1B
(HSPA1B], granzima B (GZMB] y metalopeptidasa de matriz
8 (MMP8) y luego, PERSEVERE Il donde se agrego el recuen-
to plaquetario al ingreso como variable predictora. Se evalué
cémo varia la sobrevida de los pacientes con la medicién de
diferentes biomarcadores.

Wong y col propusieron que esta herramienta de estratifi-
cacion de riesgo podria ser Gtil en el desarrollo de los ensayos
clinicos. Evaluaron el rendimiento de PERSEVERE y PERSEVE-
RE Il en una cohorte heterogénea de ninos con shock sépti-
co, prospectivamente, y luego probaron la capacidad de los
biomarcadores para estimar el riesgo inicial de mortalidad en
un modelo murino de sepsis experimental. Observaron que la
asociacién entre los biomarcadores y el resultado de la sepsis
se conserva en ratones. En la Figura 1, se exhiben las curvas
de supervivencia a los 28 dias para los grupos de riesgo alto,
intermedio y bajo definidos segin PERSEVERE II, y se muestra
una mayor utilidad de estos para el prondstico.

Por dltimo, valoraron la utilidad de este modelo para pro-
bar intervenciones terapéuticas experimentales. Se evalua-
ron dos estrategias terapéuticas guiadas por los biomarca-
dores y observaron que los ratones identificados como de
alto riesgo de mortalidad tenian una mayor carga bacteriana
y mejoraban con dosis mas altas de antibiéticos. La asocia-
cidn entre una mayor carga de patégenos y un mayor riesgo
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de mortalidad se corroboré entre los nifios gravemente enfer-
mos con shock séptico.

Por otro lado, un grupo de investigacidén de la Universidad
de Pittsburg estudid los diferentes fenotipos. Horvat y col.?3
estudiaron los niveles de PCR, ferritina y 31 citoquinas en los
dias 2 y 5 para identificar a los pacientes pediatricos critica-
mente enfermos con fenotipo de sepsis hiperinflamatorio,
que podrian beneficiarse de las terapias antiinflamatorias.
Se identificaron cinco grupos de nifios con distintos patrones
de PCR y ferritina: el grupo 1 tenia niveles normales de PCR y
ferritina (n = 8; 0 % de mortalidad]; el grupo 2 mostraba ni-
veles altos de PCR que se normalizaron, con niveles norma-
les de ferritina en todo momento (n = 80; 5 % de mortalidad);
el grupo 3 solo tenia niveles altos de ferritina (n = 16; 6 % de
mortalidad); el grupo 4 tenia niveles muy altos de PCR y ni-
veles altos de ferritina (n = 121; 11 % de mortalidad) y grupo
5 tenia PCR muy alta y niveles de ferritina muy altos (n = 30;
40 % de mortalidad]. Las respuestas de citoquinas difirieron
entre los cinco grupos. Este grupo concluyd que los niveles
de PCR y Ft pueden usarse juntos para distinguir grupos de
nifios con sepsis que tienen diferentes respuestas de citoqui-
nas (inflamacion sistémica) y riesgos de mortalidad. Estos
datos sugieren un valor potencial futuro en ensayos clinicos
personalizados con objetivos especificos para terapias anti-
inflamatorias.

En el afo 2019, Carcillo y col.?* describieron otros hallaz-
gos interesantes, que incluyeron la evaluacién de biomar-
cadores inespecificos que se han utilizado durante mucho
tiempo en la evaluacién de pacientes sépticos como la pro-
teina C reactiva (PCR] y la ferritina (Ft] en la evaluacion de
los fenotipos de sepsis. Hallaron niveles mas altos de PCR y

Ft en nifios con IOM asociada a cualquiera de los tres fenoti-
pos inflamatorios, y peores resultados, en comparacién con
pacientes con IOM sin ningun fenotipo.

Lanziotti y col.?> observaron en una cohorte prospectiva
de nifos sépticos que los pacientes con peores resultados te-
nian concentraciones mas altas de PCR y mayores puntajes
en los scores de disfuncién organica. Por lo tanto, la PCR, un
biomarcador antiguo y relativamente econémico, disponible
en la mayoria de los laboratorios puede representar un buen
marcador de prondstico, especialmente cuando se evalia de
manera seriada y se asocia con otros biomarcadores.

Un estudio que evalué la performance pronéstica de algu-
nos marcadores en sepsis pediatrica mostré que la Ft, el lac-
tatoyla PCR solos mostraron un buen desempefio pronéstico
de mortalidad en pacientes pediatricos sépticos mayores de
6 meses (valor predictivo positivo de mortalidad del 43 %). El
recuento total de leucocitos no fue Gtil como marcador pro-
néstico; ademas, valores mas altos de Ft sérica se asociaron
significativamente con resultados desfavorables.?®

Lo expuesto lleva a considerar que la estratificacion de
los pacientes puede ser factible “al pie de la cama” y debe ser
fomentada y ensefada incluso en entornos de bajos y media-
nos recursos. El fenotipado de los pacientes mediante el uso
de biomarcadores de laboratorio nos brinda no solo un cami-
no para futuros ensayos clinicos que sirvan para dar mayor
solidez a la evidencia cientifica en la que se basan las prac-
ticas clinicas, sino también la posibilidad de estratificar a los
pacientes para predecir resultados e implementar un manejo
clinico y un tratamiento individualizado, en un intento por
mejorar los resultados en la sepsis tanto en pediatria como
en la clinica de adultos.

Tabla V. Criterios clinicos y biomarcadores utilizados para definir fenotipos inflamatorios de sepsis en pediatria.

Criterio clinico

Biomarcador “confirmatorio”

IOM asociada a inmunoparalisis
(depresidén inmunoldgica)

Mdés alld del tercer dia de
enfermedad critica con IOM

Respuesta de TNF ex vivo en
sangre total a LPS < 200 pg/mL

IOM asociada a trombocitopenia 1.
(microangiopatia trombética)

Trombocitopenia nueva <100000
o recuento de plaquetas inicial

Actividad de ADAMTS
13<57 % del control

<100000 0 50 % de disminucidn
desde el recuento inicial .

2. LDH elevada >250 u/L

3. Creatinina >1 mg/dL y oliguria

IOM asociada a disfuncién 1.
hepatobiliar

Pa0,/Fi0, <300 con necesidad de
ventilacién mecanica;

sFasL >200 pg/mL

2. Seguida dias después por
disfuncion hepdtica de nueva
aparicion con ALT >100u/L + bilir-

rubina >1 mg/dL.

» 10M, insuficiencia organica multiple; TNF, factor de necrosis tumoral; LPS, lipopolisacarido; LDH, lactato deshidrogenasa; ADAMTS 13, desintegrina y
metaloproteasa con trombospondina tipo 1 motivo no. 13; Pa0y, presién parcial de oxigeno; FiOj, fraccién inspirada de oxigeno; ALT, alanina amino

transferasa, sFasL, fas ligando soluble. Adaptado de Carcillo y col.2!
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Comentarios finales

La sepsis es un sindrome que genera una gran preocu-
pacién en la salud mundial debido a su elevada morbimor-
talidad. Se encuentra ain eninvestigacion debido ala gran
heterogeneidad en su presentacidn, su variabilidad gené-
tica y las relaciones complejas que se establecen entre la
respuesta inmune de los individuos y el agente etiolégico
causante de la infeccién.

El enfoque basado en biomarcadores de laboratorio y
en criterios clinicos puede ser utilizado tanto por el perso-
nal de salud para hacer diagnéstico y seguimiento, para
monitorear el tratamiento y para valorar el prondstico del
paciente como asitambién por los grupos de investigacién
clinica para comprender la fisiopatologia de las enferme-
dades criticas.®

Se plantean cambios en torno al enfoque de biomarca-
dores proteicos mas tradicionales en sepsis, dado que sur-
ge un enfoque basado en subtipos o fenotipos de sepsis,
que podria ser mas preciso y eficaz, ya que tiene en cuen-
tamayor cantidad y variedad de biomarcadores, sumado a
los factores clinicos para clasificar a los pacientes en gru-
pos mas homogéneos y especificos, lo que permitiria un
mejor diagnéstico, prondstico y tratamiento de la sepsis.

Su utilidad radica en mejorar el pronéstico a través de
la identificacién de pacientes con mayor riesgo de un re-
sultado de interés como la mortalidad, a través de la iden-
tificacién de subgrupos de pacientes que tienen mas pro-
babilidades de responder a un tratamiento especifico en
funcién de su fenotipo clinico - bioldgico especifico.

En este estudio, se han descripto varios fenotipos de
sepsis que, en términos practicos, se pueden clasificar
en tres principales: inflamatorio, de inmunosupresién y
de coagulacion. El fenotipo inflamatorio se caracteriza por
una respuesta inflamatoria exagerada y un aumento en la
produccién de citoquinas proinflamatorias; el de inmuno-
supresion, por una respuesta inmunitaria disminuida y au-
mento en la produccién de citoquinas antiinflamatorias; y
el fenotipo de coagulacién se caracteriza por la activacidn
exagerada del sistema de coagulacién y la formacién de
microtrombos.

Respecto del papel del laboratorio de urgencias en la
contribucién al diagndstico y seguimiento de la sepsis,
se observa que este es crucial, ya que los biomarcadores
proteicos se miden en el laboratorio a través de diversas
técnicas diagndsticas, y su disponibilidad dependera de
varios factores, entre ellos, la existencia de recursos en
el ambito regional.

Adem3s, el laboratorio de urgencias también puede
desempefar un papel importante en la identificacion etio-
l6gica de los agentes infecciosos y en la realizacién de
pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos, lo que pue-
de contribuir al manejo efectivo de la sepsis.

Esimportante destacar que los pacientes criticos a me-
nudo tienen condiciones comdrbidas y numerosas situa-
ciones que se superponen; son dindmicos y cambiantes;

Figura 1. Curvas de sobrevida a los 28 dias para pacientes
clasificados en tres estratos de riesgo de mortalidad ba-
sados en PERSEVERE ||
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ademas, los biomarcadores de laboratorio pueden tener
una variabilidad temporal, motivo por el cual es clinica-
mente relevante que las pruebas de laboratorio posean
un tiempo de procesamiento corto para ser utilizadas en
el manejo de estos pacientes y, por lo tanto, es pertinente
que se realicen en el laboratorio de urgencias. Una de las
limitaciones que suelen presentarse es que algunos de los
biomarcadores descriptos anteriormente en el enfoque de
fenotipos de sepsis no estan disponibles para informar ra-
pidamente y guiar las decisiones clinicas o la asignacién al
tratamiento en la poblacién heterogénea en estado critico.

Aun faltan estudios mas exhaustivos para confirmar la
validez del enfoque de los fenotipos de sepsis en poblacio-
nes relevantes antes de considerar su utilizacién regular
en la practica clinica asistencial. No obstante, no se puede
descartar como una herramienta potencialmente Gtil en la
practica.’ Por ejemplo, los fenotipos hallados hasta el mo-
mento podrian ser estudiados en detalle en ensayos clini-
cos controlados, para la evaluacién mas temprana de re-
sultados y, a su vez, la aleatorizacion podria centrarse en
pacientes con criterios de mayor gravedad y con peores
resultados, con el objetivo de buscar beneficios mayores.

En pediatria, los desafios en general son mayores de-
bido a las dificultades para llevar adelante investigacio-
nes. Antes de generar entusiasmo por investigar estos
enfoques basados en la fisiopatologia de la inflamacidn
en sepsis pediatrica, los grupos de expertos mencionan la
necesidad de indagar y analizar si los fenotipos estudia-
dos en adultos estan asociados con resultados adversos
en nifos con sepsis.?! También es necesario confirmar los
fenotipos descriptos y la relacién con la sobrevida y mor-
talidad en estudios multicéntricos con mayor nimero de
pacientes pediatricos.
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Miembro Fundador:
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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 afnos 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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