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Alexander Fleming descubre la Penicilina hace 96 afios,
cuando al regreso de sus vacaciones veraniegas examingd
unas placas de Petriinoculadas con Staphylococcus aureus
y observd que una de ellas se habia contaminado con un
hongo de color verde y, alrededor de este, se habia inhibido
el crecimiento de los estafilococos. El hongo en cuestién era
el Penicillium notatum. Fleming llamd al extracto alcohélico
del cultivo del moho: Penicilina.

En el décimo nimero de “The British Journal of Experimental
Pathology”, publica el descubrimiento como el primer trabajo
cientifico de la historia sobre un antibiético de origen natural.
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Actualizacién y cambios de paradigma: Ya no mas ayuno de 12 horas ni glucemia de 110 mg/dL.

Update and paradigm shifts: No more 12-hour fasting or 110 mg/dL glucose levels.

Fernando D. Brites.

ARTICULOS ORIGINALES
Prevalencia de casos asintomaticos de COVID-19 en donantes de sangre de CABA.
Prevalence of asymptomatic cases of COVID-19 in blood donors from Buenos Aires city.

Gendler, Silvina Alejandra.

Comparacion de dos métodos para la determinacién de ceruloplasmina en un hospital pediatrico.
Comparison of two methods for the determination of ceruloplasmin in a pediatric hospital.

Grau, Marfa Emilia; Procopio, Domingo; Collini, Mariana Beatriz.

Estudio de inmunidad especifica celular y humoral de memoria en pacientes recuperados de COVID-19 sin vacunar.

Study of the specific cellular and humoral memory immunity in unvaccinated patients recovered from COVID-19.

Libera, Natalia; Lerman, Andrea Susana.

Variacién en la expresién de CD20 en leucemias linfoblasticas agudas B en pacientes pediatricos y suimpacto en el tratamiento.
Variation of CD20 expression in B Acute Lymphoblastic Leukemias in pediatric patients and its impact on treatment.
Ceres, Verénica Lujan; Vazquez, Maria Paula; Acosta, Daiana Andrea; Gonzélez, Maria Isabel; Carrara, Carolina Alejandra; Tamburella, Florencia Raquel; Corominas, Ana;

Venegas, Maria Belén.

Resistencia antirretroviral primaria de HIV-1 en una institucién de salud privada de Ciudad Auténoma de Buenos Aires.
Primary HIV-1 Antiretroviral Resistance in a Private Health Care Institution in the City of Buenos Aires, Argentina.

Mecozzi, Rosario; Garbarello, Maria Florencia; Seoane, Facundo Nahuel; Rolan, Martin Andrés; Martinuzzo, Marta Elba; Medina, Marina Soledad.

Determinacion de los niveles de anticuerpos antifosfolipidicos en pacientes con COVID-19
Determination of antiphospholipid antibody levels in patients with COVID-19.

Ramos, Hernan Nicole; Bevan, Thomas Benjamin; Gervan, Natalia Nora; Pedano, Valeria Cristina.

ARTICULOS DE REVISION
Clasificacién de la leucemia mieloide aguda: entre el consenso y la controversia.

Classification of acute myeloid leukemia. Between consensus and controversy.

Lazarte, Sandra Stella; Ledesma Achem, Miryam Emilse; Haro, Cecilia.

PROGRAMA DE EDUCACION CONTINUA
Cursos A.B.A-Ciclo Lectivo 2024.
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Alexander Fleming (1881 - 1955])
La visién aguda como motor de la investigacion

TAPA

El 3 de setiembre se cumplirdn 96 afios del descubrimiento
de la penicilina, develado por Alexander Fleming. En realidad,
este hallazgo no fue el resultado de una investigacion cuyo
objetivo era la busqueda de sustancias antimicrobianas produ-
cidas por otros microorganismos, sino que fue un caso de se-
rendipia, es decir, de un hallazgo casual o fortuito al momento
de estar buscando una cosa diferente a la sucedida.

En esos afos, el doctor Fleming profundizaba sus estudios
sobre la lisozima, descubierta por él en 1822. Ocurrié que, al re-
greso de sus vacaciones veraniegas, el Dr. Fleming, mientras
realizabaunalimpieza en sulaboratorio del Hospital St Mary de
Londres, examind unas placas de Petriinoculadas antes de sus
vacaciones con Staphylococcus aureus, para luego descartar-
las en Lysol. Observé que una de ellas se habia contaminado
con un hongo de color verde y que, alrededor de este, se habia
inhibido el crecimiento de los estafilococos.

El hongo en cuestion era el Penicillium notatum (errénea-
mente identificado por Fleming como Penicilium rubreum).
Alexander Fleming no pudo purificar la molécula y llamé al ex-
tracto alcohdlico del cultivo del moho penicilina. Fleming rea-
lizé varios experimentos destinados a establecer el grado de
susceptibilidad o resistencia de una bacteria al extracto de
moho en una amplia gama de bacterias patdgenas y observé
que muchas de ellas eran rapidamente destruidas.

En el décimo ndmero de “The British Journal of Experimen-
tal Pathology”, publica el primer trabajo cientifico de la historia
sobre un antibiético de origen natural. Pero el que haya sido un
descubrimiento accidental no resta mérito cientifico. Cierta-
mente, solo un investigador avezado e inquieto pudo advertir
el efecto del moho sobre las bacterias y luego buscar la causa
de este fenémeno en los componentes que contenfa el extrac-
to de este hongo.

Décimo nimero de “The British Journal of Experimental
Pathology”,en el que se publica el trabajo de Fleming.

26
0N HE ANTIBACTERIAL ACTION OF CULTURES OF A
Pl UM, WITH SPECIAL REFERENCE TO THEIR
USE IN THE ISOLATION OF B, INFLUENZE.
ALEXANDEE FLEMING, FRCS.

From the Eaborateries of the Inocnlation Department, St Mary's ospital, Londsn

Keceieed foe publication May 10th, 175

Wit working with staphylococcus varinate  oumber of cullare plates
were se4 aside an the laboratory bench an. e In
the examinations these plates were necessarily exposed to m air nd they
became i with various It was moticed that
wround s large colony of a mouold the colonies
became tragsparoat and were chviously undergoing lysis (see Fig, 1).

Subealtures of thie mould were made and :xpenlurnu conducted with &
view to b of the of the b substance
which had evidently been formed in the mould eultare and which had diffuced
into the surrounding medivm. 1t was found that broth in which the mould
had been grown ab recin temperabure for one o iwo weeks had acquired
marked inhibitory, bactericidal and bacteriolytic properties to many of the
wiorn common pathogenic bacleria

CHARACTERE OF THE MOULL.

The colony appears as & white fufly mass which rapidly increasss in size
and after a fow days sporulates, the ceutre becoming durk green aad later in
obd cultures darkens to almost black. In four or fve days a bright yellow
colour s produced which diffuses into the medinm. In certain conditions o
reddish colour can ba observed in Uie growth.

Tns broahs the mould grows cn the surface as & white Bufly growth changing
in & few days to & dark groen felted mas. The broth becomes bright yellow
aend this yellow pigment is nct extractsd by CHCL,  The resction of the broth
becomes markedly alkaline, the pH varying from 66 to 9. Acid is produced
in three or four days in glecoss and saecharoes broth, Thers is no aeid
production in 7 days in lactose, mannite or duleite broth.

Growth is slow al 37°C. and is most rapid about 20°C.
obsarved under anacrobic conditions.

I its morpholagy this organism in o penicillium and in all its charcters
it most elosaly resembles P rubras.  Biourge (1923) states that he has nevor
found P. rubram in natere and that it is an * snimal de laboratoire,” This
penicillium is ot uncommon in the sir of the laboratory.

Ko growth is

Sus limitaciones en el conocimiento de la quimica, dada su
formacién médica quirdrgica, y el encontrarse en un centro de
investigacién hospitalario no le permitieron aislar y purificar la
penicilina, de modo que solo pudo caracterizar el extracto como
no proteico, y, por ende, no enzimatico. Sus trabajos, retoma-
dos por Howard W. Florey y Ernest B. Chain en Oxford casi diez
afios después, fueron los que hicieron posibles la purificacidn y
su produccién in vitro. También probaron tanto la seguridad de
la droga en modelos animales como su accién terapéutica en
animales infectados. Durante sus experimentos, comprobaron
que algunas bacterias contaminantes producian una enzima
capaz de destruir la penicilina, la penicilinasa. Con todos es-
tos datos, Alexander Fleming, quien se habia unido al grupo de
Oxford para trabajar con la penicilina, mostré otra virtud de un
gran investigador, la de poder hipotetizar situaciones futuras
apoyadas en la evidencia conseguida hasta el momento. Es
por ello que su discurso al recibir el premio Nobel de Medicina
con que fueron distinguidos él, Florey y Chain en 1945 fue casi
profético respecto de la enorme crisis de laresistenciaalosan-
timicrobianos: “Pero me gustaria hacer una advertencia. La pe-
nicilina es, para todos los efectos, no téxica, por lo que no hay
necesidad de preocuparse por una sobredosis y envenenar al
paciente. Sin embargo, puede haber un peligro en la subdosifi-
cacién. No es dificil hacer que los microbios sean resistentes a
la penicilina en el laboratorio exponiéndolos a concentraciones
que no son suficientes para matarlos, y lo mismo ha sucedido
ocasionalmente en el organismo.

“Puede que llegue el momento en que la penicilina pueda
comprarse en las tiendas. Entonces, existe el riesgo de que
una persona ignorante se subdosifique fdcilmente y, al expo-
ner sus microbios a cantidades no letales del medicamento,
los haga resistentes”.

ByPC sep-dic 2024; 88(3]) // ISSN-e 2684-0359
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Instrucciones para los autores

Los trabajos enviados a la Revista ByPC deben ser origi-
nales y no deben haber sido publicados o estar postulados
simultdaneamente en otras revistas u 6rgano de difusién
cientifica nacional o extranjero, tanto en forma impresa
como electrénica.

Para la preparacién de manuscritos, se siguen los re-
querimientos de las Recomendaciones para la preparacién,
presentacion, edicion y publicacién de trabajos académicos
en revistas médicas (ICMJE, segun su sigla eninglés] dispo-
nible en http://www.icmje.org/icmjerecommendations.pdf .
Asimismo, se recomienda consultar las guias para publica-
cién de distintos tipos de trabajos en:
http:/www.espanol.equator-network.org.

La recepcién de trabajos se realizard mediante el siste-
ma 0JS en la web oficial de la Revista ByPC:
http://www.revistabypc.org.ar/

Cualquier duda podra despejarse ingresando al instructi-
Vo 0 solicitar asistencia a revistabypc.aba@gmail.com

Para incluir material de otras fuentes con derechos de
autor en articulos a publicar en la revista, se debe obtener
el correspondiente permiso, y adjuntar copia del mismo al
articulo propuesto para publicacién.

1. Requisitos para el envio de manuscritos

* Doble espacio en todas las partes del manuscrito.

* Empezar cada seccién o componente en una nueva
pagina.

* Revisar la secuencia: titulo; autores; lugares de trabajo;
nimero de ORCID; datos del autor de correspondencia;
resumen y palabras clave en castellano; titulo, resumen
y palabras clave en inglés americano; introduccion; ma-
teriales y métodos; resultados; discusidn; agradecimien-
tos, referencias bibliograficas, leyendas de las figuras;
tablas; y figuras [cada una en pagina separada).

e Las ilustraciones no deben ser mas grandes que 203 x
254 mm

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

2. Carta al Director

Cartadirigida al Director de la Revista en |a cual se solicita
la publicacién del articulo. Debe contener el titulo del trabajo,
categoria ala cual pertenece veritem 3], nombre y apellido
de todos los autores, nimero de ORCID, direccidn, teléfonos
y direccion 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 publicacién en ByPC, y que la Gltima versién del
manuscrito ha sido leida y aprobada por todos los autores.

3. Secciones de la revista

Extension Resumen Referencias N° max. N°
Secciones maxima extension  bibliogréficas  tablasy max.

palabras palabras max. figuras fotos
Articulo original 2500 250 40 6 2
Comunicacion breve y 1400 150 15 4

Casos clinicos

Actualizacién o

PP . 2000 20
REVISI.On ,0Articulos 4000 150 40
especiales
Comentarios 1300 - 10

sin espe-
Consensos y guias™ cificar sl
Cartas al editor® 1500 - 5

Comentarios a libros 800

* Revisiones, Cartas al Editor, guias y consensos

Las revisiones, cartas al editor, 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 cuestién. Sin em-
bargo, seran consideradas para su publicacién las que fueran enviadas
espontaneamente. Deberan seguir los lineamientos expuestos para la
publicacién de articulos originales, con la diferencia de que su texto no
necesitard contar con resultados y discusion.

4. Preparacion de los manuscritos

4.1. Generalidades:

El archivo debera ser nombrado solamente con el apelli-
do del primer autor y la leyenda “y col.” si correspondiese
(Ej.: Pérez y col).

El texto debe estar dividido en secciones con los titulos
de Introduccién, Materiales y Métodos, Resultados y Discu-
sién. Los articulos extensos pueden requerir subtitulos den-
tro de algunas secciones (especialmente en las secciones
de Resultados y Discusi6n) para aclarar sus contenidos.

Debe estar escrito en procesador de texto Word, en ta-
mafio de pagina A4, con margenes de al menos 25 mm,
empleando letra Arial tamafio 12. Usar doble espacio, inclu-
yendo la pagina del titulo, resumen, texto, agradecimientos,
referencias bibliograficas, tablas individuales y leyendas.

Numerar las paginas consecutivamente empezando con
la pagina del titulo. Poner el nimero de la pagina en la esqui-
na inferior derecha de cada pagina.

4.2 La primera pagina debe contener:

a) El titulo, 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 superin-
dice, el nimero que haga referencia al lugar de trabajo al
que pertenece dicho autor; y el nimero de ORCID. El autor al
cual debe ir dirigida la correspondencia debe ser destacado
con un asterisco también a modo de superindice (Ej.: Rami-
rez, Juan Carlos1*; Benitez, Laura2; Romero, Mario3).
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c) Cada lugar de trabajo con el nimero asignado al autor
correspondiente. No se deben emplear abreviaturas. Debe
constar primero el nombre del servicio o laboratorio, luego el
correspondiente al departamento y por ultimo el de la insti-
tucién, todo separado por comas y seguido de punto. A con-
tinuacién, se debe incluir el nombre de la ciudad, la provin-
ciay el pais, también separados por comas y con punto final
(Ej.: Laboratorio de Lipidos y Aterosclerosis, Departamento
de Bioquimica 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 co-
rrespondencia, su lugar de trabajo, la direccién postal, y la
direccion de e-mail.

4.3 La segunda pagina debe contener:

a) Elresumenen castellanode noméas de 250 palabras. Debe
estar estructurado de la siguiente manera: introduccién, ob-
jetivos, materiales y métodos, resultados y conclusiones.
Se deben incluir dichos subtitulos de manera explicita. El re-
sumen debe establecer los propdsitos del estudio o investi-
gacion, procedimientos basicos (seleccién de los sujetos de
estudio o animales de laboratorio; métodos de observacion
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 re-
levantes acompafados de |a forma de expresion de los mis-
mos (Ej.: Media + D.E.] y el tratamiento estadistico, si corres-
pondiese. 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 indizacién cruzada del articulo y deben ser
publicadas con el articulo.

4.4 La tercera pagina debe contener:

a) Titulo en inglés americano. Debe cumplir los mismos re-
quisitos que el titulo en castellano.

b) Resumen en inglés americano (Abstract]. Debe cumplir
los mismos requisitos que el resumen en castellano e incluir
los siguientes subtitulos: 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.

4.5 Las paginas subsiguientes, comenzando cada seccion
en pagina aparte, deben contener:

a) Introduccién. En laintroduccién, se debe expresar el contex-
to o los antecedentes del estudio (por ejemplo, la naturaleza
del problema y suimportancia) y enunciar el propdsito especi-
fico u objetivo de la investigacion o la hipétesis que se pone a
prueba en el estudio u observacién. A menudo, la investigacion
se centra con mas claridad cuando se plantea como pregunta.
Tanto los objetivos principales como los secundarios deberan
estar claros, y deberd describirse cualquier analisis de subgru-

pos predefinido. Se deben incluir sélo las referencias que sean
estrictamente pertinentes y no afiadir datos o conclusiones del
trabajo que se presenta.

b) Materiales y Métodos. Debe describir detalladamente los su-
jetos experimentales (humanos o animales), el equipamiento,
los reactivos y los procedimientos utilizados, con la inclusién
de las marcas registradas cuando corresponda y referencias al
utilizar métodos establecidos.

Indicar las consideraciones éticas que correspondan si han par-
ticipado en el estudio seres humanos (aprobacion por comités
de ética y obtencion de consentimiento informado). ByPC adhie-
re a las normas éticas establecidas por el Comité de Etica de las
Publicaciones (Committee on Publication Ethics -COPE- https://
publicationethics.org/). También, indicar las consideraciones
éticas que correspondan si se han utilizado en el estudio anima-
les de experimentacion (Comité Institucional de Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio, CICUAL).

Se recomienda dividir la seccién Materiales y Métodos mediante
el empleo de subtitulos en el caso de ser demasiado extenso.
Incluir una seccién de “Andlisis de datos” en la cual se describan
las formas de expresién de los resultados y los métodos esta-
disticos empleados, si correspondiese. Estos deben ser descrip-
tos 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 incer-
tidumbre adecuados (como los intervalos de confianza).

Evitar basarse Unicamente en la comprobacién de hipétesis
estadisticas, como el uso de valores p, que no dan informacién
sobre la magnitud del efecto. Siempre que sea posible, las refe-
rencias sobre el disefio del estudio y los métodos estadisticos
deberan corresponder a manuales o articulos habitualmente ci-
tados para tal fin (con los ndmeros de pagina incluidos). Definir
también los términos estadisticos, abreviaturas y la mayoria de
simbolos. Especificar el software utilizado.

En caso que corresponda, se sugiere incluir una seccién de “Cal-
culo del tamano muestral”.

c) Resultados. Presentar los resultados siguiendo una secuen-
cialégica en el texto, tablas e ilustraciones, y destacando en pri-
mer 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 resuman en este apartado, los resultados
numéricos no solo deben presentar los derivados (por ejemplo,
porcentajes) sino también los valores absolutos a partir de los
cuales se calcularon, y especificar los métodos estadisticos uti-
lizados para analizarlos.

Limitar el nimero de tablas y figuras a las estrictamente nece-
sarias para ilustrar el tema del articulo y para evaluar su grado
de apoyo. Usar graficos como alternativa a las tablas con mu-
chas entradas; no duplicar datos en los graficos y tablas. Evitar
usos no técnicos de términos estadisticos, como “azar” (que im-
plica un dispositivo de aleatorizacién], “normal,” “significativo,”
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“correlaciones” y “muestra”. Cuando sea cientificamente ade-
cuado, incluir analisis en funcién de variables como edad y sexo.
d) Discusion. Destacar los aspectos mas novedosos e impor-
tantes del estudio y las conclusiones que de ellos se deducen,
contextualizandolos en el conjunto de las evidencias mas acce-
sibles. No repetir en detalle datos u otro material que aparezca
en la Introduccién o en el apartado Resultados.

En el caso de estudios experimentales, es Util empezar la discu-
sion resumiendo brevemente los principales resultados; a con-
tinuacién, explorar los posibles mecanismos o explicaciones de
dichos hallazgos, comparar y contrastar los resultados con los
de otros estudios relevantes, exponer las limitaciones del estu-
dio, y explorar las implicaciones de los resultados para futuras
investigaciones y para la practica clinica.

Relacionar las conclusiones con los objetivos del estudio, evi-
tando hacer afirmaciones rotundas y sacar conclusiones que
no estén debidamente respaldadas por los datos. En particular,
evitar afirmaciones sobre los costes y beneficios econémicos
a menos que el manuscrito incluya datos econémicos con sus
correspondientes analisis. Evitar afirmaciones o alusiones a as-
pectos de la investigacién que no se hayan llevado a término.
Cabe la posibilidad de establecer nuevas hipétesis cuan-
do tengan base, pero calificandolas claramente como tales.
e) Agradecimientos. Una o0 mas declaraciones deben especifi-
car: a) Las contribuciones que necesitan agradecerse pero que
no justifican una autorfa, tales como apoyo general por una jefa-
tura de departamento; b) Agradecimientos al apoyo técnico; c)
Agradecimiento al apoyo financiero y material, que debe espe-
cificar la naturaleza del apoyo; y 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 des-

» o«

criptas - por ejemplo, “asesor cientifico”, “revision critica de los
propdsitos del estudio”, “recoleccion de informacidn” o “partici-
pacién en el ensayo clinica’; tales personas deben haber dado
Sus permisos para ser mencionadas. Los autores son respon-
sables de obtener los permisos escritos de las personas a quie-
nes se agradece. La ayuda técnica debe ser agradecida en un

parrafo aparte de los agradecimientos de otras contribuciones.

5. Aspectos que deben tenerse en cuenta en la redaccion
del manuscrito (Normas Vancouver actualizadas a 2016)

5.1 Citas bibliograficas:

Es la presentacién textual o resumida, de ideas ex-
presadas por otros autores que sirven de apoyo al in-
vestigador, se contraponen a lo que 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 sis-
tema de secuencia numérica. Son numeradas consecutiva-
mente en el orden de aparicién en el texto. Se identifican
con nimeros ardbigos entre corchetes, ejemplo [1].

a) Tipo de citas
 Citadirecta: 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 co-
rrespondiente se coloca al final, después de las comillas
y antes del signo de puntuacién” [3].

« Cita corta: Menos de cinco renglones.

« Citalarga: Mas de cinco renglones. Se escribe fuera del
texto, dejando doble espacio y sangria, entre comillas y
en bastardilla.

 Citaindirecta: Mencion 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 inme-
diatamente después de citar su idea. Ejemplo: La mor-
talidad infantil conduce a empeorar la calidad de vida de
Medellin [5].

b) Tipo de cita segln redaccidn

» Citaintegral: Es aquella donde el nombre del autor for-
ma parte de la oracién. El nombre se integra dentro del
texto. El nimero de la referencia se escribe después del
apellido del autor y antes de citar su idea. Ejemplos:
Como dice Londofio [5] la mortalidad infantil conduce a
empeorar |a calidad de vida de Medellin. Cita Indirecta
Seguin Sanz Pinyol [1] “Desde el punto de vista de |a
caracterizacion de los discursos, en el aula suelen pro-
ducirse diferentes géneros” Cita directa

» Citanointegral: No se menciona el nombre del autor
dentro del texto. Ejemplos:
€ la mortalidad infantil conduce a empeorar la calidad de
vida de Medellin [5]. Cita Indirecta
“Desde el punto de vista de la caracterizacion de los dis-
cursos, en el aula suelen producirse diferentes géneros”
[1]. Cita directa

5.2 Referencias bibliograficas:

» Conjunto de datos suficientemente detallados que permite
identificar un documento. En el caso de que |a referencia cita-
da disponga de un identificador de objeto digital (DOI) u otro
homologable (ARK, Handle, etc) esta informacion debera for-
mar parte de la referencia de acuerdo a las normas de Vancou-
ver. 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 identificacién en
el texto del cuadro o figura particular.

* Usar el estilo basado en los formatos utilizados por la US Na-
tional Library of Medicine (NLM] en el Index Medicus. Los titu-
los de las revistas deben ser abreviados de acuerdo al estilo
que utiliza el Index Medicus. Consultar la lista de revistas indi-
zadas 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.

« Evitareluso de los resimenes como referencias. Las referen-
cias a articulos aceptados pero no publicados deben ser de-
signadas como “en prensa” o “en avance”; los autores deben
obtener permiso por escrito para citar tales articulos asi como



la verificacion de que ellos han sido aceptados para publica-
cién. La informacién de los manuscritos remitidos pero no
aceptados debe ser citada en el texto como “observaciones
no publicadas” con el consentimiento escrito de los autores.
No citar una “comunicacién personal” a menos que proporcio-
ne informacién esencial no disponible de una fuente publica,
en cuyo caso el nombre de la persona y la fecha de la comuni-
cacién 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 comu-
nicacién personal.

Lasreferencias deben ser verificadas por el autor o autores en
los documentos originales.

El estilo de Requisitos Uniformes (de Vancouver) se basa
principalmente en el estilo estandar ANSl adaptado por laNLM
para su base de datos.

a) Articulos de revistas

Siunarevista lleva paginacion continua a través de un vo-
lumen (como muchas revistas médicas lo hacen), el mes
yel nimero del volumen deben ser omitidos: Vega KJ, Pina

|, Krevsky B. Heart transplantation is associated with an
increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996; 124: 980-3.

Mas de seis autores:

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

La organizacién como autor:

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical
exercise stress testing. Safety and performance guidelines.
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 Laegefo-
ren 1996; 116:412.

Volumen con suplemento:

Shen M Zhang QF. Risk assessement of nikel carcinogenicity
and occupational lung cancer Environ Health Perspect 1994;
102 Suppl 1: 275-82.

Ndmero 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:

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

Ndmero con parte

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

Ndmero sin volumen

Turan |, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle
arthrodesis in rheumatoid arthritis. Clin Orthop 1995; (320]):

110-4.

Sin ndimero, 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.
Introduction. Hematol Oncol Clin North Am 1995 Apr 9(2): xi
Xii.

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

Clement J, De Bock R. Hematological complications of han-
tavirus nephropathy (HVN] [resumen] Kidney Int 1992; 42:
1285.

Articulo conteniendo una retractacion:

Garcy CE, Schwarzman AL, Rise ML. Ceruloplasmin gene de-
fect associated 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 ex-
presion during mouse development (retractado en Invest
Ophthalmo Vis Sci 1994; 35: 31271. Invest Ophthalmol Vis
Sci 1994; 35: 1083-8.

Articulo con errata publicada:

Hamlim JA, Kahn AM. Herniorraphy in symptomatic patients
following inguinal hernia repair [publicado con errata en West
JMed 1995; 162.2781]. West J Med 1995; 162 28-31.

b] Libros y otras monografias

Autor (o 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 |J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly
people. New York; Churchill Linvingstone; 1396.

Una organizacién como autor y editor:

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medi-
cal program. Washington (DC): The Institute; 1992].

Un capitulo en un libro: 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.

Libro de congreso:

Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical
neurophysiology. Proceedings ofthe 10th International Con-
gress of EMG 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 7th World Congress on Medical Informa-
tics; 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 Da-
llas (TX): Dept. of Health and Human Services (US), Oficce
of Evaluation and Inspections; 1994 Oct. Report N° HHSI-
GOEI69200860.

» Emitido por la agencia ejecutante:
Field MJ, Tranquada RE, FeasleyJC, editors. Health services
research: work force and educational issues. Washington: Na-
tional Academy Press; 1995. Contract N’AHCPR282942008.
Sponsored by the Agency for Health Care Policy and Re-
search.

d) Disertacion

Kaplan SJ. Post-hospital home health care; the elderly’s access

and utilization [dissertation]. St Louis (MO]: Washington Univ;

1995.

e) Patente

Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors; Novoste Corporation,

assignance. Methods for procedures related to the electrophy-

siology of the heart. US patent 5.529,067, 1995 Jun Material

publicado.

f) Articulo de periédico

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

(M0): Mosby-Year Book 1995.

h) Material legal

Ley Publica

Preventive Health Amendments of 1993, PubL. N° 103-

183,107Stat, 2226 (Dec. 14, 1993).

Dispositivo no decretado

Medical Records Confidentiality Act of 1995, S. 1360, 104th

Cong. 1stSess (1995).

Cédigo de regulaciones federales

Informed Consent, 42 C.F.R. Sect. 441. 257 (1995).

i) Material inédito

» Enprensao “enavance”
Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N
Eng JMed. En prensa 1997

j) Material electrénico

* Articulo de una revista en formato electrénico:
Morse SS. Factors in the emergence of infectious disea-
ses. 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 electrénico:
CD|, 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): Computari-
zed Educational Systems; 1993.

6. Tablas

Todas las tablas deben agruparse a continuacién de las leyendas
de las figuras, cada una en pagina separada. Deberan estar nu-
meradas secuencialmente con ndmeros romanos, contener un
titulo antes de la tabla y aclaraciones al pie, si fuese necesario.
Al pie de cada tabla debe figurar la aclaracién de las abreviatu-
ras empleadas, asi como toda la informacién relacionada con la
forma de expresién de los resultados y el tratamiento estadisti-
co 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 seleccionar
el Estilo de Tabla “Tabla bésica 1”.

7. Figuras

Todas las figuras deben agruparse a continuacién de las tablas,
cada una en pagina separada. Deberan estar numeradas se-
cuencialmente con nimeros arabigos. Las fotografias y las fi-
guras podran tener colores, aunque, en el caso de las figuras, el
fondo debe ser blanco. El titulo de las figuras no debe incluirse
juntoalas mismas sino en laseccién “Leyendas de Figuras”. En
dicha leyenda, debe incluirse el titulo de |a figura, la aclaracién
de las abreviaturas empleadas y toda la informacidn relaciona-
da con la forma de expresién de los resultados y el tratamiento
estadistico que los autores consideren necesaria. En caso de
figuras, fotografias o tablas tomadas de otra publicacién, se
debe citar la fuente y ademds enviar el permiso escrito otorga-
do por el propietario intelectual de dicho material para que el
mismo sea publicado en ByPC.

8. Ortografia y formas de expresién

» Sedebe evitar la utilizacién de palabras en otros idiomas y,
cuando ello sea indispensable, deberan ser colocadas en
italica (Ej.: in vitro).

* Elestadistico “p” debe ser escrito en mindscula.

» Enlaexpresion de los resultados, se debe dejar espacio
entre la cifras y los simbolos o las unidades [Ej.: p<0,05; 32
+2g/L).

* Unidades: se deben emplear las unidades utilizadas mas
frecuentemente en nuestro medio para cada analito (Ej.:
glucosa, urea, acido Urico, lipidos, lipoproteinas, apoprotei-
nas en mg/dL].

 Las abreviaturas deben ser aclaradas la primera vez que
aparecen en el texto ubicandolas entre paréntesis, a pesar
de que se trate de abreviaturas ampliamente conocidas [Ej.
hemoglobina (Hb]].

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

* Enlaexpresidon 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), excep-
to para el resumen en inglés (Abstract), en el cual se deben
emplear puntos (3.25).

* Eneltexto, cuandoun nimero aparece al principio de la
oracién, debera ser escrito en letras (Ej. Veinte pacientes).
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EDITORIAL
Actualizacion y cambios de paradigma:
Ya nomas ayuno de 12 horas ni glucemia de 110 mg/dL

El desarrollo profesional del bioquimico debe caracterizarse
por una actualizacién continua y constante. Sin lugar a dudas,
la universidad aporta los conocimientos y habilidades basicas
que hacen que los biogquimicos argentinos se distingan de los
egresados de carreras equivalentes a Bioquimica en muchos
paises del mundo. Sin embargo, es esencial que, una vez fina-
lizada la carrera de grado durante la cual el alumno se dedica
al estudio riguroso de una amplia gama de asignaturas tanto
cientificas como técnicas, que abarcan desde ciencias basi-
cas, como Biologia, Quimica, Fisica, y Matematicas hasta otras
aplicadas como Bioquimica Clinica, el egresado continde con
su formacién de posgrado. Esta etapa fundamental tiene fecha
de inicio, pero no de finalizacién. A lo largo de toda su carrera
profesional, el bioquimico deberd dedicarse a profundizar los
conocimientos en areas especificas de la bioquimica y a am-
pliar las competencias profesionales, para asi acceder a roles
mas especializados en investigacion, extensién, docencia, in-
dustria, ambiente o salud.

Especificamente, los profesionales dedicados a la bioquimi-
ca clinica constituyen una parte esencial del equipo de salud,
teniendo en cuenta que alrededor de un 70% de las decisiones
clinicas se basan en los resultados aportados por el laboratorio.
En la mayoria de los casos, su labor contribuye de manera signi-
ficativa aalcanzar un diagnéstico precoz y preciso, a efectuarun
seguimiento adecuado del tratamiento instaurado y a prevenir
enfermedades mejorando la calidad de la atencién médica.

La reciente pandemia de COVID-19 evidencié claramente
que los bioguimicos clinicos estan a la vanguardia para dar res-
puesta a nuevas enfermedades y adaptar las pruebas de labo-
ratorio no solo a las tecnologias emergentes, sino también al
surgimiento de brotes de nuevas patologfas, lo cual implica un
retointelectual y practico. Los bioquimicos sélidamente forma-
dos han demostrado poseer la habilidad para desarrollar nue-
vos métodos diagndsticos, que mejoran la capacidad del siste-
ma de salud para detectar y tratar enfermedades de manera
mas efectiva. Mas aun, en algunos casos, han podido enfrentar
satisfactoriamente el desafio de desarrollar nuevos farmacos y
vacunas e incluso disefiar los ensayos clinicos que permiten la
evaluacion de |a eficacia y seguridad de los mismos.

Otro rol importante del bioquimico clinico es participar de
programas de cribado y prevencién, como, por ejemplo, la
evaluacién de lipidos y lipoproteinas para prevenir las enfer-
medades cardiovasculares o de marcadores del metabolismo
de los hidratos de carbono para la prevencién de la diabetes.
Pero, ademas, es funcidn importante del bioquimico asesorar
al resto de los integrantes del equipo de salud e incluso a los
propios pacientes. De hecho, en este momento, al actualizar-
nos, nos encontramos con evidencia cientifica sélida que nos
lleva a un cambio de paradigma en algo tan sencillo y a la vez

tan importante como son las horas de ayuno requeridas parala
determinacion del perfil lipidico basico (triglicéridos, colesterol
total, colesterol de LDL, colesterol de HDL, y colesterol no HDL).

Durante muchos afos, nos esforzamos en resaltar que,
para un estudio de lipidos, se necesitabaun ayuno de 12 horas,
ni mas ni menos, y ahora diversos estudios llevados a cabo en
un numero altisimo de individuos han hecho que distintas or-
ganizaciones nacionales e internacionales recomienden que
estos estudios se realicen sin ayuno y no solamente porque
es mas practico para el paciente, sino también porque la medi-
cién principalmente de los niveles plasmaticos de triglicéridos
sin ayuno posee mayor valor predictivo para enfermedad car-
diovascular que con ayuno, ademas de evidenciar otras ven-
tajas. Pero, también es cierto que la mayoria de las solicitudes
que llegan al laboratorio de analisis clinicos no solo incluyen
el perfil lipidico, sino también otros parametros, de los cuales
probablemente el mas frecuente sea la glucemia. Como es bien
sabido, para la medicién de los niveles plasmaticos de glucosa
se necesitan 8 horas de ayuno, por lo cual la recomendacién
actual seria que, cuando la solicitud incluya glucemia, todos los
estudios, incluido el perfil lipidico, se realicen con esas horas
de ayuno. Y enrelacion con la glucemia, otro cambio que surge
de la evidencia y que avalan la Sociedad Argentina de Diabetes
(SAD] y la Asociacién Bioguimica Argentina (ABA), entre otras
sociedades cientificas, es que el valor de referencia ya no es
menor de 110 sino menor de 100 mg/dL, por lo que uno de
los criterios para efectuar el diagnéstico de prediabetes es la
presencia de valores entre 100y 125 mg/dL.

Es importante difundir estos cambios. Sin embargo, supe-
rar la inercia y cambiar paradigmas es un proceso complejo y
desafiante. Se debe ser consciente de que el cambio genera
incertidumbre, y la incertidumbre a menudo es percibida como
una amenaza. Cambiar un paradigma no es solo una cuestién
de presentar nuevas ideas, sino de proporcionar una evidencia
contundente y consistente que desafie las creencias anterio-
res. Este proceso puede llevar tiempo, ya que requiere de la
capacitacion, validacion, aceptacion, y adopcién por parte de la
comunidad en su totalidad, incluyendo a todos los integrantes
del equipo de salud y a los pacientes.
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Resumen

Introduccién: La infeccién por SARS-CoV-2 puede presentarse de manera diversa, desde una forma asin-
tomatica hasta una causante de un sindrome respiratorio agudo severo con neumonia y muerte. Al inicio
de la pandemia, se prohibieron la circulacién de personas y las actividades en espacios cerrados para
evitar los contagios. A los requisitos para donar sangre, se agregaron criterios de diferimiento para quie-
nes sufrieron COVID-19. Objetivos: Conocer la prevalencia de infecciones asintomaticas por SARS-CoV-2
durante el ASPQ (aislamiento social preventivo y obligatorio) en donantes de sangre y analizar la distri-
bucién por grupos etarios y segin domicilio de los casos, a la vez que describir la relacién con el grupo
ABO. Materiales y métodos: Se tested el nivel de IgG antiproteina S en muestras de suero de donantes de
sangre elegidos al azar entre las donaciones realizadas durante el ASPO. Se obtuvieron los datos de sexo,
edad, domicilio y ABO del sistema de gestién informatico del servicio. Resultados: Se estudié un total
de 343 donantes (46,6 % hombres) con edad promedio de 34,43 afios. Se hallaron veintinueve casos
asintomaticos. La prevalencia en menores de 30 afios (12,93 %) fue mayor que para los mayores de esa
edad (p = 0,030], y los titulos de IgG en el grupo de asintométicos fueron significativamente mas altos
(p<0,0001) que para los no reactivos. Conclusidn: Los primeros casos se dieron en donantes de CABA,
pero la velocidad de propagacién fue mayor fuera de esta ciudad. Dentro de CABA, las prevalencias fueron
mayores en comunas de menor nivel socioeconémico. La frecuencia de grupo A resulté menor en los
reactivos para IgG anti - SARS-CoV-2 que en el resto.

Palabras clave: IgG anti - SARS-CoV-2, asintomaticos, ABO, prevalencia.
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Introduction: SARS-COV-2 infection can either be asymptomatic or cause severe acute respiratory syn-
drome with pneumonia and death. At the beginning of the pandemic, the movement of people and ac-
tivities in closed spaces were prohibited to avoid contagion and the requirements to donate blood added
deferral criteria for those who had suffered from COVID-19. Objectives: To know the prevalence of asymp-
tomatic infections by SARS-COV-2 during the preventive and mandatory social isolation (ASPO from the
termin Spanish] in blood donors and to analyze the distribution by age groups and according to residence
of the cases and to describe the relationship with the ABO group. Materials and methods: The anti-protein
SlgG level was tested in serum samples from blood donors chosen at random among the donations made
during the ASPO. Data on sex, age, address and ABO of each blod donor were obtained from the computer-
ized management system of the blood donation service. Results: A total of 343 donors (46.6 % men) with
a mean age of 34.43 years were studied. Twenty-nine asymptomatic cases were found. The prevalence
in people under 30 years of age (12.93%) was higher than that for those older than that age (p=0.030)
and the IgG titers in the asymptomatic group were significantly higher (p<0.0001) than those in the
non-reactive group. Conclusions: The first cases occurred in donors from Buenos Aires, but the speed of
spread was greater outside this city. Within Buenos Aires, the prevalences were higher in neighborhoods
of lower socioeconomic level. The frequency of group A was lower in the reagents for anti-SARS-COV-2 IgG
than in the rest.

Keywords: IgG anti-SARS COV 2, asymptomatic, ABO, prevalence.
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Introduccién

EI SARS-CoV-2 es un betacoronavirus cuya infeccién pue-
de presentarse de una manera diversa, desde una forma
asintomatica hasta una causante de un sindrome respirato-
rio agudo severo con neumonia y muertel. Se ha demostra-
do que el virus posee unas estructuras proteicas llamadas
espiculas o espigas que son las responsables del ingreso a
células huésped en el paciente infectado por medio de su
unién a la enzima convertidora de angiotensina 2. Ante la
entrada del virus, el sistema inmune genera anticuerpos.
Entre estos, estan los anticuerpos contra la proteina S de la
espicula, que son neutralizantes®. La deteccién de este tipo
de anticuerpos, entre otros, se ha utilizado para diagnés-
tico y seguimiento* de personas infectadas y para tareas
epidemioldgicas de investigacion (prevalencia, incidencia).

Al detectarse los primeros casos de COVID-19 en el pafs,
el gobierno decret¢ el aislamiento social preventivo y obli-
gatorio (ASPQ) el 19/3/20°-durante el cual se prohibia la
circulacién de personas y las actividades en espacios ce-
rrados. Este fue prorrogado en varias ocasiones® !¢, con
excepciones a la circulacién restringida para quienes reali-
zaban actividades esenciales, las cuales fueron aumentan-
do en numero con el paso de los meses, hasta que el ASPO
se transformé, progresivamente, en distanciamiento social
preventivo obligatorio (DISP0) % hacia el mes de noviembre.

La norma técnico - administrativa?® del Ministerio de
Salud de la Nacidén, en su Anexo 2, detalla los requisitos
para donar sangre. Al inicio de este periodo, se establecie-
ron condiciones adicionales relacionadas con la infeccién
por SARS-CoV-22%; con diferimientos de entre 60 y 90 dias,
respectivamente, para casos sospechosos o confirmados.
Por lo antes descripto, pudo darse el caso de personas que
cursaron la infeccién en forma asintomatica sin haberse de-
tectado esto durante la entrevista, por lo que el donante no
fue diferido.

El objetivo del estudio fue estimar la prevalencia de in-
fecciones asintomaticas por SARS-COV-2 durante el ASPO en
donantes de sangre del Banco de Sangre del Hospital J. A.
Fernandez de la Ciudad de Buenos Aires, a la vez que ana-
lizar la distribucién por grupos etarios y segin domicilio de
los casos, y describir la relacién entre casos reactivos y el
grupo ABQO.

Tabla I. Edad y sexo de los donantes estudiados y de los
asintomaticos.

Asintomaticos IgG Total de
anti-SARS-CoV-2 muestras
reactivos estudiadas

Edad Media (DS) 32 afos (10,6)
Edad Mediana (IQR) 29 afios (12)
Sexo masculino (N) 12
41,38

34 afos (11,3)
32 afios (17)
160

Sexo masculino % 46,65

Materiales y métodos

Se realizé un estudio de disefio observacional transver-
sal. Se llevé a cabo un testeo serolégico en donantes de
sangre por primera vez que fueron aceptados para donaren
el Banco de Sangre del Hospital. Fernandez del GCABA en el
periodo comprendido entre 1/4/20y 15/12/20 y resultaron
no reactivos (NR) para infecciones transmisibles por trans-
fusion (ITT).

Se excluyé a los donantes de plasma de convalecientes
(PCC) de COVID-19. Se eliming a aquellos con resultados
de IgG anti - SARS-CoV-2 reactiva, con infeccién previa a la
fecha de donacidn, pero que habian sido aceptados como
donantes por haberse cumplido el periodo de diferimiento.

Para el anélisis, se consideraron datos filiatorios como
edad, sexo, domicilio declarado y el grupo ABO.

Se utilizé suero conservado a -20°C, obtenido el dia de la
donacién y descongelado el dia de la realizacién del dosaje de
IgG anti - SARS-COV-2. Las muestras se seleccionaron al azar.

Deteccién de IgG anti - SARS-COV-2: Se empled el método
ELISA Covidar IgG (laboratorios Lemos], que detecta anticuer-
pos anti - proteina S del SARS-COV-2, siguiendo las instruccio-
nes del fabricante. Los resultados se expresaron en Ul/ml.

Consideraciones éticas: Se solicitd a los participantes
un consentimiento informado, incluido en la ficha de dona-
cién. Dicha ficha contenia informacién para el donante, las
preguntas que guiaron la entrevista y los datos filiatorios y
clinicos del donante. El consentimiento aclaré que la mues-
tra se usaria para estudios epidemioldgicos. El estudio fue
autorizado por el Comité de Etica del Hospital (expediente
Prisaba 9234, aprobado 31/7/2023).

Calculo de muestreo: Se tomé una muestra al azar de
los sueros de donantes NR para ITT, del periodo aludido, uti-
lizando el calculo de muestreo para la prevalencia de una
proporcién (Medcalc), suponiendo una confianza del 95 % y
error tipo l1=0,1, esperando una prevalencia del 0,8 al 10 %,
baséndose en la bibliografia®®2®,

Para comparar las prevalencias en grupos de mas y de
menos de 30 afos de edad, asi como las medias de las con-
centraciones de IgG en pacientes con resultados reactivos
y no reactivos, se utilizaron los calculadores gratuitos de
Medcalc.

Datos de los donantes: Se confeccioné una base de da-
tos en Microsoft Excel, a partir del sistema de gestién infor-
matico del servicio (Hemotrans]. Se incluyeron los datos

Tabla Il. Casos y prevalencia de casos asintomaticos se-
gun edad del donante.

Edad Casosasin- Total de Prevalencia de
(afios]  tométicos donantes asintomaticos
(N) estudiados (%)
(N)
>30 19 147 12,93
<30 10 187 5,35
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Tabla Ill. Concentracién de IgG anti - SARS-CoV-2.

Concentracion de 1gG (Ul/ml)

Asintomaticos No reactivos

Media

Desvio estandar

291,35 8,97
180,16 6,27

del nimero de donante, la fecha de donacién y de nacimien-
to (datos que permitieron calcular la edad], sexo, domicilio
declarado por el donante, el resultado del tamizaje de ITT y
el ABO. Enlos casos de IgG reactiva, se chequearon los ante-
cedentes de infeccién previa en el SNVS 2.0.

Distribucién geografica: Los domicilios se convirtieron en
ndmero de comuna (segun Ley 1777), para los donantes
incluidos que viven en CABA, o en partido, para los domicilia-
dos en Provincia de Buenos Aires, clasificdndolos en las dis-
tintas partes que componen el gran buenos aires (GBA)?®.
El mapa de CABA se realiz6 utilizando Paint, clasificando las
comunas en 3 zonas de acuerdo con la divisién hecha por la
€ncuesta Anual de Hogares (EAH)?".

Resultados

En el periodo 1/4/20 - 15/12/20 hubo 1333 donaciones
efectivas de donantes nuevos o de primera vez, de las cuales
1298resultaron NR en el tamizaje para ITT en nuestro banco. Es-
tas cifras se obtuvieron luego de excluir a los donantes de PCC.

La muestra estudiada comprende 343 donantes. Trein-
ta y ocho resultaron IgG anti proteina S del SARS-COV2 re-
activos. Nueve de ellos fueron eliminados por haber tenido
COVID -19 sintomaticoy quedaron solo 29 casos asintoma-
ticos con IgG reactiva en la muestra, lo que resulta en una
prevalencia de 8,68 % (1C95% 5,89 - 12,23 %).

Enla Tabla 1, se muestra la distribucién por sexo y edad
de los donantes estudiados y de aquellos que, por cumplir
los criterios de aceptacién/exclusién, se consideraron como
asintomaticos. Se realizé un corte por edad: hasta los 30
afios de edad y mas de 30. Enla Tabla 2, se observa que las
prevalencias difieren significativamente (p = 0,0300) entre
estos dos grupos.

Al comparar las Ul/ml de IgG obtenidas para los reactivos

asintomaticos respecto de los no reactivos (Tabla 3], ve-
mos que los valores difieren significativamente entre estos
2 grupos (p<0,0001).

En la Tabla 4, se muestran las prevalencias por mes
(para diciembre, se tomaron solo 15 dias) y el nimero de
sueros que resulté reactivo para Ig6 anti - SARS-COV-2. Allf
se observa que hubo prevalencias mensuales entre 0 y 30
%. Esto implica una prevalencia mensual media de 9,48 %
(1C95% +/-1,15%).

En la Figura 1, se observa la variacién en la prevalencia
segun si el donante estaba domiciliado al momento de la
donacién en CABA o en el GBA. En dicho gréfico, se puede
estimar por las pendientes de las rectas de correlacion la
velocidad de propagacidn de los casos.

De los 29 donantes reactivos para IgG anti - SARS-COV-2,
21 estaban domiciliados en CABA y el resto, en la Provincia
de Buenos Aires. La distribucidn por comunas de los prime-
ros fue: 7 en comuna 1; 2 en comuna 2; 2 en comuna 3; en
las comunas 4,8y 10, 1 caso en cada una; 4 en comuna 13
y 3 en la 14. Si se los agrupa siguiendo el modelo estable-
cido por la EAH, se observan las prevalencias que se mues-
tranenlaTabla 5yenlaFigura 2. Endichatabla,también se
muestran las prevalencias obtenidas en igual periodo para
el tamizaje de ITT, independientemente del marcador estu-
diado, y para Sifilis en particular. Los 8 casos de la Provincia
de Buenos Aires estaban domiciliados en el primer cordén
del conurbano (Tabla 6).

Por dltimo, en la Tabla 7, se observa la distribucién por
grupos del sistema ABO del total de los estudiados para IgG
anti - SARS-COV-2, asi como los asintomaticos. Al agrupar
a los donantes segln la presencia de isoaglutininas para
cada antigeno integrante del sistema ABO, empezando por
A/noA, obtenemos 1,72 y 3,14 para totales y asintomati-
cos, respectivamente, y si hacemos lo mismo para 0/no0,
0,83/0,45, mientras q para B/no B, 7,79/8,67.

Discusién

Alrealizar una comparacién de los datos de porcentaje de
sexo masculino, promedio de edad entre los de los donan-
tes NR y Rvo., vemos que hay una leve disminucion (aunque
no sea estadisticamente significativa) en el porcentaje de
hombres, hecho contrario a lo informado por 0PS?8 para CO-

Tabla IV. Prevalencias por mes de asintomaticos.

Mes abril  mayo junio  julio agosto septiembre octubre  noviembre diciembre
Donantes 1 0 0 1 1 ’ 10 6 3
asintomaticos (N)

Donantes 37 27 23 29 4¢ 77 52 32 10
totales (N)

Prevalencia de 2,’/0 0,00 0,00 3,45 2,13 9,09 19,23 18,75 30,00
asintomaticos (%)
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Tabla V. Resultados de IgG y de tamizaje de ITT y sifilis en donantes de CABA segin zonas establecidas por la Encuesta

Anual de Hogares.

Zona EAH Comunas IgG Anti SARS-COV-2 Prevalencia de ITT Sifilis
CABA NR (N) Rvo. (N) asintomaticos (%) N (%) N (%)
Norte 2,13,14 112 9 7,44 14 (2,75) 1(0,20)
Centro 1,3,5,7,11,12,15 110 9 7,56 18 (3,88) 2 (0,45)
Sur 4,8,9,10 26 3 10,34 1(1,52) 1(1,52)
Sin asignar 1 0

Suma 249 21 8,43 33 (3,16) 4(0,39)

» EAH, Encuesta Anual de Hogares; CABA, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, NR, no reactivo; Rvo,, reactivo; ITT, infecciones de transmisién transfusional.

VID -19 entre enero de 2020 y enero de 2021. Este informe
incluye casos sintomaticos, independientemente de su gra-
vedad, y reconoce que “las mujeres tienden a producir res-
puestas inmunitarias mas eficaces y mejor adaptadas a los
virus, lo cual se traduce en casos menos graves”. En cuanto
a la edad, en este estudio se observé una disminucién en
el grupo asintomatico respecto del total tanto en la media
como en la mediana, pero al dividirlos en 2 grupos segun su
edad, observamos que hay una mayor proporcién de asin-
tomaticos en personas mas jévenes, lo que coincide con lo
reportado por Ruiz Napoles?®.

No se conté con reactivos para confirmar la ITT tamizada
y, en muchos casos, los resultados son de titulo o RP bajo.
Esto implica un bajo valor predictivo positivo3?, es decir, una
alta probabilidad de que se trate de un falso positivo por re-
accion cruzada con otra condicién infecciosa, o no. Por ello,
se decidid excluir a los donantes RR para ITT y asi eliminar
un posible factor confusor, pese a que el inserto de técnica
del reactivo usado’! para el testeo de IgG anti - SARS-COV-2
indica que no tuvieron reactividad cruzada con 94 sueros

tomados antes de la pandemia. Teniendo en cuenta esto,
y pese a que los casos no fueron confirmados por métodos
moleculares (PCR], se asumi¢ que los donantes reactivos
para IgG anti - SARS-COV-2 son verdaderos positivos, ya que
las concentraciones de IgG se diferencian significativamen-
te de las del grupo no reactivo.

La prevalenciatotal de casos asintomaticos dentro de los
donantes estudiados fue de 8,68 %, superior a lo reportado
por Fischer y col.3?para distintos lugares de Alemania. Estas
diferencias se podrian relacionar, por un lado, con el hecho
de que el periodo medido por Fisher y col. fue mas cortoy no
habria llegado a incluir el mayor aumento de casos.

Por otra parte, en Europa*? el porcentaje de donantes
voluntarios de repeticion es superior al de Latinoamérica34,
aunque este tipo de donantes suele tener menores tasas de
enfermedades infecciosas que los de reposicién.

La curva de prevalencia en funcién del mes se mantuvo
relativamente constante hasta el de agosto, en el que se
permitieron las reuniones sociales de hasta 10 personas?4,
momento a partir del cual hay un incremento sostenido del

Tabla VI. Prevalencia de asintomaticos en donantes de la Provincia de Buenos Aires.

IgG Anti SARS COV 2

Lugar Prevalencia (%
& NR (N) Rvo (N] (%)
Zona Sur 22 3 13,64
1°Corddn Zona Oeste 17 3 17,65
Zona Norte 38 2 5,26
GBA
Norte 6 0 0,00
2° Corddn
Resto 0 0 0,00
3°Corddn 0 0 0,00
La Platay Gran La Plata 1 0 0,00
Interior de la Provincia 1 0 0,00
Suma 85 8 9.41

» GBA, Gran Buenos Aires; NR, no reactivo; Rvo., reactivo.
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Figura 1. Prevalencias de casos asintomaticos segin domicilio.
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ndmero de casos. Si bien en el grupo estudiado los primeros
contagios fueron en donantes domiciliados en CABA, la ve-
locidad de propagacién fue mayor entre los que no estaban
domiciliados en dicha ciudad. Estos eran mayoritariamente
del primer cordén del Gran Buenos Aires, donde los indices
de pobreza son mayores®® y las condiciones sanitarias (en
términos de cobertura médica disponible], menores.3®
Respecto de la distribucién del nimero de casos por co-
muna, se observé que no hubo casos reactivos en las comu-
nas del centro de la ciudad, pese a que en la muestra estu-
diada se incluyeron donantes de todas ellas. Sin embargo,
al dividir la ciudad en 3 partes (segun los criterios de la En-
cuesta Anual de Hogares de CABA)%’, se observé que las ma-
yores prevalencias de casos asintomaticos se acumularon
enlas zonas de menor calidad o nivel en |a situacién socioe-
condmica. Esto podria tener relacidn con el mayor porcenta-
je de hacinamiento en esas areas de la ciudad®’. Se observa
que el patron de prevalencia de ITT para nuestros donantes
domiciliados en CABA difiere del de COVID-19 asintomatico.
Esta diferencia podria deberse a que se incluyeron diferen-
tes enfermedades. Pero, si se restringe el calculo solo a
los casos de sifilis, usualmente asociada a condiciones de
pobreza y hacinamiento, en igual periodo, se obtuvo igual
I —

Tabla Vil. Frecuencia de donantes segun el sistema ABO.

IgG Anti - SARS-CoV-2
Grupo Reactivo Total de estudiados
(N/%) (N/%)

20 (68,97) 183 (54,79)
A 6 (20,69) 113 (33,83)
AB 1(3,45) 10 (2,99)
B 2 (6,90) 28 (8,38)
Total 29 334

patrén de prevalencia.

En cuanto a los casos de IgG reactiva en donantes que
no se domicilian en CABA, por su bajo nimero y lo extenso
y variado del territorio que ocupa el primer corddn, respecto
de sus condiciones socioecondmicas, no se puede hacer el
mismo tipo de analisis que se hizo en el caso anterior.

Existe una extensa bibliografia sobre factores predispo-
nentes o protectores en el COVID-19. En algunos casos, se lo
ha asociado con el sistema ABQO, donde los que tenian grupo
Aeran més propensos a hacer neumonia %8, En este estudio,
en asintomaticos, se observd que la frecuencia de grupo A

Figura 2. Prevalencias de asintomaticos segin zonas de-
limitadas por la Encuesta anual de Hogares de CABA.

REFERENCIAS
H  Uiskcada del sl

| 11,54%

N 8,18%

] 8,04%

» La comuna 14 esté rebordeada en azul por ser la comuna en la que esta
ubicado el servicio hospitalario en que se realizd el presente trabajo. Con
un H, se marca la ubicacién aproximada del mismo.
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es menor en los reactivos para IgG anti - SARS-COV-2 que en
el total de los estudiados, mientras que en los que poseen
grupo O es a lainversa.

A'laisoaglutinina anti- A se le ha atribuido un efecto pro-
tector por interferencia en la unién entre el virus y la angio-
tensina 23, Si tomamos como un todo a los que tienen anti
-Avs.los que nolo tienen, vemos que la proporcién de casos
reactivos con anti- Arespecto de los que no la tienen es ma-
yor que en la poblacién total estudiada, mientras que suce-
de loinverso entrelosno 0y los 0. Lamentablemente, nien
este caso ni en el del parrafo anterior, los tamafios muestra-
les eran suficientes como para verificar si estas diferencias
resultaban estadisticamente significativas.
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Resumen

Introduccién: La ceruloplasmina es una enzima que usa cobre como cofactor. La utilidad de su determi-
nacion es diagnosticar las enfermedades de Wilson y Menkes en las cuales se encuentra principalmente
como forma inactiva por el bajo cobre circulante. Sin embargo, dicha determinacién puede considerar
solo la porcién activa o la medicidn de su concentracién proteica. Esto hace que los métodos que miden
concentracién puedan sobreestimarla y perder sensibilidad diagndstica. Objetivo: Evaluar la correlacién
y concordancia entre un método enzimatico y un método inmunoturbidimétrico para medir ceruloplasmi-
na. Materiales y métodos: Se realizé un estudio observacional, analitico comparando el método enzima-
tico de Henry y col. y el método inmunoturbidimétrico CERU® (Roche, Cobas c311) para la determinacidn
de ceruloplasmina, utilizando muestras de suero de pacientes pediatricos con solicitud médica para esta
determinacidn, en el periodo de abril de 2018 — marzo de 2021. El analisis estadistico (IBM SPSS Statis-
tics versién 21) consistié en un estudio de correlacién (Pearson) y un estudio de concordancia (Bland
- Aitman). Resultados: Se analizaron 51 muestras y se obtuvo unr=0,916 en la correlacién de Pearson
(p<0,0001) y una grafica de Bland - Altman con sesgo positivo. Conclusidn: Se evidenci6 buena corre-
lacién, aunque el analisis de concordancia muestra sesgo positivo. Debido a que en la zona de decisién
médica la concordancia es buena, se concluye que ambas metodologias pueden ser intercambiables.
Palabras clave: ceruloplasmina, comparacién de métodos, actividad enzimatica, concentracidn proteica,
correlacién, concordancia, cobre.

Abstract
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Introduction: Ceruloplasmin is an enzyme that uses copper as a cofactor. It can be determined in the
laboratory by determining its enzymatic activity, which considers only the active portion, or by measur-
ing its protein concentration, which considers both the active and inactive portion. Ceruloplasmin is use-
ful in diagnosing Wilson’s and Menkes’ diseases, in which it is found mainly as an inactive form due to
low circulating copper. This means that methods that measure concentration can overestimate it and
lose diagnostic sensitivity. Objective: To evaluate the correlation and concordance between an enzy-
matic method and an immunoturbidimetric method to measure Ceruloplasmin. Materials and methods:
An analytical observational study was carried out to compare the enzymatic method of Henry et al. and
the CERU® immunoturbidimetric method (Roche, Cobas c311] for the determination of Ceruloplasmin,
using serum samples from pediatric patients, with medical request for this determination, in the period
April 2018 - March 2021. The statistical analysis performed (IBM SPSS Statistics version 21) consisted
of a correlation study (Pearson) and a concordance study (Bland Altman). Results: 51 samples were
analyzed, obtaining r=0.916 in the Pearson correlation (p<0.0001]) and a Bland Altman graph with posi-
tive bias. Conclusion: A good correlation was found, although the concordance analysis showed a positive
bias. Since the agreement is good in the medical decision area, it is concluded that both methodologies
can be interchangeable.

Key words: Ceruloplasmin, comparison of methods, enzymatic activity, protein concentration, correla-
tion, concordance, copper.
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Introduccién

La ceruloplasmina (ferroxidasa - I, EC 1.16.3.1.) es una
proteina de fase aguda y de transporte que se sintetiza
en el higado.>? A pesar de que se ha contemplado por mu-
cho tiempo como un transportador de cobre, su principal
funcién es la actividad ferroxidasa, que, oxidando el hierro
ferroso, lo transforma en férrico, utilizando el cobre como
cofactor enzimatico.23

Entre las patologias en las cuales se ve alterada la ceru-
loplasmina, se encuentran la enfermedad de Wilson (dege-
neracion hepatolenticular) y la enfermedad de Menkes (de-
fecto congénito en la absorcion de cobre).>? Los pacientes
con enfermedad de Menkes tienen una sobrevida de 2 a 3
anos, sin embargo, la sobrevida en la enfermedad de Wilson
depende de un diagndstico oportuno.>* Es por esto que re-
sulta crucial contar con un ensayo de calidad para determi-
nar la ceruloplasmina.

Existen diversos métodos para la determinacién en el
laboratorio de la ceruloplasmina. El método mas recomen-
dado, que data de la década de los 60, es la determinacién
de la actividad enziméatica.>” Este método mide la holoceru-
loplasmina (porcidn biolégicamente activa, cargada de co-
bre).589 El mismo tiene buena sensibilidad y especificidad,
pero, al tratarse de una técnica manual, demanda mucho
tiempo y requiere de un operador entrenado.

En la actualidad, el desarrollo y la aplicacién de ensa-
yos inmunolégicos disponibles comercialmente es cada
vez mayor en los laboratorios clinicos. Generalmente, para
detectar ceruloplasmina en suero, se utiliza nefelometria
automatizada o inmunoturbidimetria.!? A diferencia del mé-
todo recomendado (actividad enzimética), estos ensayos
inmunolégicos miden tanto la holoceruloplasmina como la
apoceruloplasmina (porcién no funcional) %!

Tanto en los pacientes con enfermedad de Wilson como
en aquellos con enfermedad de Menkes, la concentracién
de cobre circulante es baja. Esto aumentaria la proporcién
de apoceruloplasmina, por lo que podrian obtenerse resul-
tados no comparables entre ambas metodologias.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la correlacién y con-
cordancia entre el método enzimatico recomendado y un
método inmunoturbidimétrico para la determinacion de ceru-
loplasmina. La importancia radica en conocer si este nuevo
método inmunoturbidimétrico puede reemplazar al método
de referencia brindando al médico y paciente informacién cli-
nica de calidad para arribar al diagndstico de forma temprana,
evitando complicaciones y, al mismo tiempo, disminuir los
tiempos de procesamiento de las muestras.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio observacional, analitico para el cual
se utilizaron muestras de suero de nifios con solicitud de
ceruloplasmina que concurrieron al Laboratorio Central del
Hospital Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria
(HIAEP) “Sor Maria Ludovica” de La Plata en el periodo de
abril de 2018 - marzo de 2021. Se excluyeron las muestras

con volumen insuficiente para ser procesadas por ambas
metodologias y, de aquellas que pertenecian al mismo pa-
ciente, se incluyé solo la muestra mas actual.

Las muestras fueron analizadas por el método enzimati-
co de Henry y col.> modificado y el método inmunoturbidi-
métrico CERU® (Roche, Cobas c311). El método enzimatico
modificado consistié en la utilizacién de p-fenilendiamina
en HCl al 0,25% como sustrato en tampodn de acetato 0,1 M.
Se utilizé como blanco de reactivo azida de sodio al 0,1% en
el mismo tampdn de acetato. Se trabajé a 25°C con lecturas
a 546 nm, utilizando espectrofotémetro de simple haz.

Se utilizé como control de calidad para ambos métodos
el PreciControl ClinChem Multi2 (Roche) con valor medio de
25,7 mgh.

Los datos demograficos de la poblacién se obtuvieron a
través del Sistema Informético de Laboratorio (LIS] de Wie-
ner®y de planillas de trabajo del Sector Metabolopatias del
Laboratorio Central. Los mismos se volcaron en planillas de
Microsoft Excel®.

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa
IBM SPSS Statistics versién 21 (p<0,05).*? En una primera
instancia, se realizé la busqueda y eliminacién de los out-
liers. Para esto, se usé la distancia de Mahalanobis para
analisis multivariado y se convirtié a probabilidad (p<0,05).

Se utilizé la prueba de Kolmogorov - Smirnov para una
muestra [p<0,05), para conocer la distribucion de datos.
La correlacién se realizé a través del estudio de Pearson
(p<0,05)*3 entre el método considerado como referencia
(actividad enzimatica) y el inmunoturbidimétrico (método
de estudio). Ademas, se representé graficamente la disper-
sion de datos.

El andlisis de concordancia se llevé a cabo mediante la gra-
fica de Bland - Altman aplicando linea de tendencia central.

Por dltimo, se calculé el coeficiente de variacion porcentual
(CV%) obtenido por cada método para comparar performance.

Resultados

Se analizaron un total de 51 resultados de ceruloplas-
mina determinados tanto por el método enzimatico como
por el inmunoturbidimétrico en el periodo de abril de 2018
-marzo de 2021. El 22 % de las muestras (12] corresponde
a pacientes de género femenino y el 78 % (39), a pacientes
de género masculino. Respecto de la localizacién, el 25 %
de los nifios (13) se hallaba hospitalizado al momento de la
toma de muestra, el 69 % (35) concurrié de manera ambula-
toria al Laboratorio Central y el 6 % restante (3] corresponde
a muestras derivadas de un centro de menor complejidad.
Lamediana de edad de los pacientes incluidos fue de 4 afios
(0-13 afios). La poblacion estudiada consistié en pacientes
con sospecha de enfermedad de Wilson o Menkes, o fami-
liares de primer grado de pacientes ya diagnosticados, aun-
que no se conté con el diagndstico de toda la poblacién por
lo que no se pudo realizar un analisis estadistico de dichos
datos. No se estudiaron pacientes potencialmente sanos.

La distancia de Mahalanobis evidencié la presencia de
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Figura 1. Representacion de la dispersion de datos con linea
de tendencia central.
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un outlier, el cual fue eliminado, por lo que se utilizaron 50
resultados para el andlisis estadistico. Se usé la prueba de
Kolmogorov - Smirnov para una muestra (p<0,05) para co-
nocer la distribucidn de datos, y se obtuvo una distribucién
normal, por lo que se pudo utilizar para la correlacién el coe-
ficiente de Pearson, que dio un valorr =0,915. Ademas, se
graficé la dispersién de datos, que muestra tendencia recta
(Figura 1). De forma previa a realizar el andlisis estadistico,
se convirtid la actividad enzimatica obtenida por el método
de Herny y col. a concentracién utilizando la base de datos
de enzimas BRENDA.** Luego, con los datos obtenidos, se
realiz6 un grafico de Bland — Altman,!® para conocer la co-
rrelacién a distintos rangos de concentracidn y evaluar asi
si existe concordancia (Figura 2).

Se aplicé tendencia lineal al grafico de Bland - Altman y se
obtuvo unarecta con pendiente positiva, conunR2 =0,290.

Se alcanzé un CV% del 12 % para el método manual y del
5,9 % para el método automatizado.

Discusion

En el presente trabajo, se evidencié una correlacién es-
tadisticamente significativa entre el método inmunoturbi-
dimétrico y el enzimatico para la determinacién de cerulo-
plasmina. Esto no se evidencia en los estudios publicados,
que establecen la sobreestimacién de los valores obtenidos
con el método inmunoturbidimétrico (especialmente en los
grupos con enfermedad de Wilson y Menkes]), ya que mide
también holoceruloplasmina .17

Es importante contemplar que la diferencia en correla-
cién obtenida entre los distintos trabajos y el presente esta
influenciada por la performance de la metodologia utilizada.
Es decir, existen distintos tipos de técnicas inmunoturbidi-
métricas y enzimaticas que cuentan con sensibilidad, es-
pecificidad, limite de deteccién e interferencias diferentes.
Ademads, al ser el método enzimatico manual, hay que con-
siderar el error propio del operador y de la metodologia por
su reproducibilidad. Esto ultimo se evidencia comparando el

Figura 2. Representacién de Bland - Altman con linea de sesgo.
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coeficiente de variacién obtenido por el método manual (12
%) y el automatizado (5,9 %).

Al contrario de lo esperado, al analizar los datos, se
puede observar que el valor obtenido por el método inmu-
noturbidimétrico fue menor que el del enzimatico. Esto se
evidencia enla grafica de Bland - Altman, la cual presenta un
sesgo positivo que sefiala una diferencia positiva entre los
valores obtenidos por el método de referencia (enzimatico)
y el inmunoturbidimétrico (Figura 2). Ademas, este sesgo
es menor a concentraciones mas bajas (el anélisis de sesgo
da una recta con pendiente positiva), lo cual no afecta la uti-
lidad clinica, ya que los valores de toma de decisién médica
son aquellos enlos que la concentracion esta por debajo del
limite de referencia (19 -39 mg%).*3 Una posible explicacién
a la diferencia observada podria deberse al instrumental
utilizado, ya que se cuenta con un espectrofotémetro de
simple haz, por lo que no existe blanco de reaccién: debido
a que el sustrato se oxida lentamente con la luz, ademas de
la oxidacién propia de la muestra, podria ser una causa de
la sobreestimacion de los valores obtenidos por el método
enzimatico. Esto podria corregirse utilizando un espectrofo-
témetro de doble haz.

A pesar de que el andlisis estadistico indica que hay co-
rrelacién entre ambos métodos y que el sesgo positivo evi-
denciado tiene escaso efecto en los rangos de decisién cli-
nica, resulta importante sefialar algunas de las limitaciones
del presente estudio.

Una de las limitaciones de este estudio radica en que
no se pudo evaluar el método sobre una poblacién poten-
cialmente sana, por lo que, aun considerando solo aquellos
resultados dentro del rango de referencia utilizado en el
Laboratorio Central del HIAEP “Sor Maria Ludovica”, no es
suficiente para evaluar cémo correlacionan ambos méto-
dos en dichos pacientes. Tampoco es suficiente el nimero
de pacientes afectados con estas enfermedades (Wilson y
Menkes] incluidos en este trabajo para evaluar si la correla-
cién se ve modificada en los distintos grupos de patologias,
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como se evidencia en los estudios previamente publica-
dos.16:17

Otra de las limitaciones observadas es que, aunque el
numero de muestras utilizado es suficiente para realizar
un analisis estadistico, el mismo sigue siendo pequefio, y
existe la posibilidad de considerar que un nuevo método es
adecuado aun cuando no lo sea. Se recomienda que los es-
tudios de correlacién y concordancia tengan al menos 100
individuos/muestras.®

Por todo lo mencionado anteriormente, resultaria inte-
resante realizar mas estudios que involucren un nimero
de muestras mayor y que cuenten con pacientes poten-
cialmente sanos y enfermos (especialmente con Wilson y
Menkes]).

Sin embargo, debido a la rapidez, precision y facil auto-
matizacion y a los resultados estadisticos obtenidos en
este trabajo, que avalan su utilizacién, el método inmuno-
turbidimétrico podria ser usado con caracter diagndstico y,
consecuentemente, reemplazar al método enzimatico de
referencia.
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Resumen

Introduccién: A mas de tres afos del inicio de la pandemia por el nuevo coronavirus, las tasas de mortali-
dad e internacion disminuyeron gracias a la vacunacién; sin embargo, nuevas variantes mas transmisi-
bles y resistentes a la inmunidad previa podrian ser responsables de nuevos contagios y reinfecciones.
Objetivo: Investigar la presencia de inmunidad especifica celular y humoral de memoria en personas re-
cuperadas de COVID-19 y sin vacunar al momento del estudio. Materiales y métodos: Se realiz6 un es-
tudio descriptivo de corte transversal entre julio y agosto del 2021 en 27 voluntarios recuperados de
COVID-19 sin vacunar. La inmunidad celular se estudié por citometria de flujo mediante la presencia de
marcadores de memoria y activacién inmunolégica en linfocitos TCD4, TCD8 y linfocitos B; luego, se com-
pararon la respuesta basal y la estimulada con SARS-CoV-2 inactivado (Test de Wilcoxon para muestras
pareadas, programa R - Studio]. Se dosaron anticuerpos IgG anti - proteina spike. El estudio fue aprobado
por el Comité de Etica en Investigacion institucional. Resultados: La respuesta celular de memoria en
linfocitos CD4, CD8 y CD19 fue significativamente mayor en estado estimulado con SARS-CoV-2 que en
estado basal (p< 0,05). EI 74,07% de los voluntarios (20/27) tuvo una lgG reactiva para SARS-CoV-2. El
tiempo transcurrido desde el diagndstico de COVID-19 hasta el estudio inmunolégico fue de 6 a 13 meses.
Conclusiones: Se detecta inmunidad especifica de memoria celular y humoral anti - SARS-CoV-2 luego de
aproximadamente un afio de la infeccién natural en individuos no vacunados. Estos resultados nos per-
miten comprender mejor la respuesta inmune natural anti - SARS-CoV-2 y contribuyen a la planificacién
de nuevas estrategias de inmunizacién.

Palabras clave: COVID-19, inmunidad celular, inmunidad humoral, memoria inmunolégica, inmunizacién.
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Background: More than three years after the beginning of the COVID-19 pandemic, mortality and hospital-
ization rates decreased thanks to vaccination; however, new variants, more transmissible and resistant
to previous immunity, could be responsible for new and re-infections. Objective: To investigate the pres-
ence of specific cellular and humoral-mediated memory immunity in people recovered from COVID-19
who were not vaccinated at the time of this study. Materials and methods: A descriptive cross-sectional
study was carried out between July and August 2021 in 27 unvaccinated volunteers recovered from CO-
VID-19. Cellular immunity was studied by flow cytometry through the presence of memory and immuno-
logical activation markers on TCD4, TCD8 and B lymphocytes, and then comparing basal and stimulated
response with inactivated SARS-CoV-2 [Wilcoxon test for paired samples, R study program]). Anti-Spike
protein IgG antibodies were measured. The study was approved by the institutional Ethics Committee.
Results: The memory cell response on CD4, CD8 and CD19 Iymphocytes was significantly higher in the
SARS-CoV-2 stimulated state than in the basal state p< 0.05). The 74.07% of volunteers (20/27) were
IgG reactive anti-SARS-CoV-2. The time between the diagnosis of COVID-19 and this immunological study
was 6 to 13 months. Conclusions: Unvaccinated individuals showed specific cellular and humoral mem-
ory immunity against SARS-CoV-2 approximately one year after natural infection. These results allow us
to better understand the anti-SARS-CoV-2 immune response and can contribute to the planning of new
immunization strategies.

Keywords: COVID-189, cellular immunity, humoral immunity, immunological memory, immunization.
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Introduccién

El huevo coronavirus, SARS-CoV-2, por sus siglas en in-
glés, o sindrome respiratorio agudo y grave por coronavirus
2 emergid a fines de diciembre del 2019 en la ciudad de
Wuhan, provincia de Hubei, China, y rdpidamente se expan-
dié por todo el mundo.! El 11 de marzo del 2020, la Organi-
zacién Mundial de la Salud (OMS) declaré la pandemia.? El
periodo de incubacién de hasta 14 dias, el alto porcentaje
de contagiados sintomaticos leves o asintomaticos, sobre
todo en poblacién pediatrica®, y la ausencia de inmunidad
previa anti - SARS-CoV-2*° contribuyeron a la expansién del
virus y dificultaron el control de la pandemia.

En nuestro pais, desde el inicio de la pandemia hasta el
29 de abril del 2023, se notificaron 10.052.810 de casos
confirmados de COVID-19 y 130.502 fallecidos.® La vacuna-
cién anti-COVID-19 se inici6 el 29 de diciembre de 20207, y
los primeros en recibirla fueron los adultos mayores, perso-
nas con comorbilidades y personal de salud. Segun datos
del Ministerio de Salud de la Nacién, hasta mayo del 2023
en Argentina, se aplicaron 115.539.419 dosis.® Gracias a la
vacunacion, la pandemia por COVID-19 pudo controlarse, y
disminuyé notoriamente el nimero de muertes e interna-
ciones por esta causa.

La mayoria de las personas con inmunidad previa, ya
sea por reinfeccién o vacunacién, experimentaran una en-
fermedad respiratoria leve o moderada; esto significa que
la inmunidad anti - SARS-CoV-2 no es esterilizante y, por lo
tanto, no evitara nila reinfeccién nila transmisién.>9 Como
consecuencia, se han documentado nuevos picos de conta-
gios sin una clara estacionalidad, y han aparecido nuevas
variantes virales asociadas a mayor contagiosidad que es-
capan principalmente lainmunidad humoral''2, como ocu-
rrié con la variante dmicron, considerada como variante de
preocupacién (VOC) por la OMS en noviembre del 2021.1314

Debido a la emergencia sanitaria global, diferentes pla-
taformas vacunales se aprobaron en tiempo récord® sin
comprender completamente la respuesta inmunolégica ge-
nerada por la infeccién natural.

Larespuesta inmune a las vacunas se ha estudiado in vi-
tro. Algunos autores analizaron la capacidad de neutraliza-
cién de anticuerpos (Ac), otros, la funcionalidad celular.6-1°

También es sabido que la inmunidad ideal seria aquella
que genere una respuesta de memoria sistémica y de mu-
cosas!? no solo contra la proteina spike, sino contra otras
proteinas virales, para lo cual es fundamental una respues-
taequilibrada Th1/Th2. Afin de que esto ocurra, sonimpres-
cindibles los linfocitos T (LT).*® 20-22 Estudios previos con
SARS-CoV-1, descubierto en China a finales del afio 2002 y
de la misma familia que SARS-CoV-2, demostraron que los
Ac generados después de la infeccién fueron protectores,
pero de corta vida media®®?4, mientras que la respuesta de
LT perdurd por afios.212425

Durante el transcurso de la pandemia por SARS-CoV-2,
otros autores detectaron respuesta de LT anti - SARS-CoV-2
meses después del diagndstico, incluso en personas sin Ac

detectables y en contactos estrechos asintomaticos. 625

Sabiendo que el titulo de anticuerpos disminuye fisio-
I6gicamente con el tiempo, es necesario comprender qué
sucede con la inmunidad adaptativa de memoria celular. El
objetivo principal de este trabajo fue investigar la presencia
de inmunidad especifica celular y humoral de memoria en
personas recuperadas de COVID-19 y sin vacunar al momen-
to del estudio.

Materiales y métodos
Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal en-
tre julioy agosto del 2021.

Poblacién y muestra

Se seleccionaron 27 voluntarios que cumplieron los si-
guientes criterios de inclusién: ser mayor de 18 afos de
edad; tener un informe de laboratorio con resultado positivo
para SARS-CoV-2 por reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa con transcripcion reversa (RT-qPCR], junto con
registros clinicos o ficha clinico - epidemiolégica de la fecha
del diagndstico; tener el alta médica segun criterio del Mi-
nisterio de Salud de la Nacién; no haber recibido ninguna va-
cuna contra SARS-CoV-2 al momento de este estudio; no pre-
sentar sintomatologia compatible con la definicién de caso
sospechoso de COVID-19.27 Las 27 personas aceptadas fue-
ron citadas, respetando los protocolos de distanciamiento
social y preventivo, para realizar la extraccién de sangre;
firmaron un consentimiento informado y completaron una
encuesta sobre su recuperacion y estado de salud actual.

Quedaron excluidas de la preseleccién personas inmuno-
comprometidas (por enfermedad oncoldgica, trasplante de
organo soélido o médula ésea, infeccion por virus de inmu-
nodeficiencia humana [VIH], drogas inmunosupresoras o
modificadores de respuesta bioldgica), institucionalizadas
en centros de cuidados crénicos, hospital de dia o hemodia-
lisis y/o que tuvieran esperanzade vida menor de 6 meses.

Se analizaron datos clinico - epidemiolégicos y de labora-
torio de los 27 voluntarios.

Muestras bioldgicas

Sangre entera periférica heparinizada (heparina sddica
Rivero, Riveparin, Uruguay, REG: 33024) para el aislamien-
to de células mononucleares (CMN] y recuento celular: una
gota de sangre entera para la férmula leucocitaria y suero
para serologia.

Purificacién de células mononucleares (CMN)

Siguiendo protocolos ya descritos por otros autores?®29, en
cabina de flujo laminar (LabGard® Gabinete de Bioseguridad
Clase Il Tipo A2, NuAire™), se realizé un gradiente de densidad
con Ficoll-Paque (Lymphoprep™, NYCOMED PHARMA AS, Oslo,
Norway, No. 10068032) a partir de sangre entera hepariniza-
da, diluida al 50 % con solucién fisiolégica estéril; luego de cen-
trifugar durante 20 minutos a 1800 revoluciones por minuto
(r.p.m], se obtuvo una interfase opaca, rica en CMN. Las CMN

ByPC sep-dic 2024; 88(3):25-33 // ISSN-e 2684-0359



Libera y col. Estudio de inmunidad especifica celular y humoral de memoria en pacientes recuperados de COVID-19 sin vacunar. m

se lavaron dos veces con solucién fisio-

Tabla I. Caracteristicas clinico - epidemiolégicas de los voluntarios INE-ANLIS, l6gica y una vez con Medio Roswell Park
Mar del Plata; julio - agosto 2021 (N=27]. Memorial Institute con glutatién y vitami-
G
Modia Rango Desvio Esténdar nas [RPMI 1640 [Gibco®, Life Technology
Corporation, N°:31800014]], suplemen-
Edad (afios) 37 21-64 10,85 gy L
tado con antibicticos (penicilina/estrep-
Frecuencia Porcentaje (%) IC95% tomicina al 1%.].
Sexo
Femenino 17 62,96 42,37-80,60 Ensagos funcionales
Masculino 10 37,04 19,40-57,63 Los cultivos se realizaron durante
Nivel educativo 5 dias con CMN frescas, obtenidas en
Primario completo 1 3,70 0,09-18,97 el dia, en placa estéril de 96 pocillos de
Secundario completo 5 2222 8,62-42.26 fondo plano (Orange Scientific: Ljat: 5530
o 100), en estufa gaseada de diéxido de
Terciario incompleto 6 22,22 8,62-42,26
carbono al 5 % (Excella EC0-170]. Se
Terciari let 3 11,11 2,35-29,16 S .
erclario completo ajustd el nimero de CMN a 2.000.000/
Universitarioincompleto ’ 25,93 11,11-46,28 mL en RPMl Sup|ementad0 con penICI|I-
Universitario completo 4 14,81 4,19-33,73 na/estreptomicina al 1 %. Se sembraron
Aislamiento 200.000 CMN por pocillo (volumen final:
Domiciliario 26 96,30 81,03-99,91 200ulL). Laviabilidad celular se confirmé
Hotel 1 3,70 0,09-18,97 por exclusién de coloracién vital con azul
Viaje previo a COVID-19 3 11,11 2,35-29,16 de tripan (Biopack Cod. 9662.01).

A cada voluntario, se le realizaron tres

Signos y sintomas al momento del diagndstico de COVID-19 . ) o
tipos de estimulos por triplicado: basal:

Fiebre e >9:26 38.80.27.61 CMN con RPMI completo; control positivo:
Dolor de garganta 1 62,96 42,37-80,60 CMN con fitohemaglutinina (PHA 20 ug/
Dolor de cabeza 16 59,26 38,80-77,61 mL) como control positivo de activacién
Fatiga 8 33,33 16,52-53,96 celular; estimulo especifico: CMN con
Agitacion 5 18,52 6,30-38,08 1000 dosis infectantes de SARS-CoV-2
Tos 9 33,33 16,52-53,96 inactivado con beta-propiolactona. (La-
Nauseas/Vomitos 2 241 0,91-24,29 boratorio de Virosis Respiratorias INEI-
Dolores musculares 12 44,44 13,75-50,18 ANLIS, Malbran). Tanto los estimulos
Peérdida del gusto 1 5185 31.95.71,33 como el cultivo basal se prepararon en

o el dia con RPMI completo, suplementado
Pérdida del olfato 16 >9.26 38800761 con suero bovino fetal al 20 % (SBF Gibco®
Dificultad respiratoria 6 22,22 8,62-42,26 by Life Technologies, Ref 16000-036]. Al
Diarrea 2 741 0,91-24,29 quinto dfa, las CMN se cosecharon, se la-
Adenomegalia L 3,70 0,09-18,97 varon con solucidn fisioldgjca tres veces,
Temblores 1 3,70 0,09-18,97 se resuspendieron en 100 uL de buffer
Petequias 1 3,70 0,09-18,97 BD FACSFlow™ (ref. 342003) y se marca-
Rinitis 5 241 0,91.24,29 ron para citometria de flujo (CMF).

Sintomas pos-COVID-19 (n=26)

Citometria de Flujo

Anosmia 2 7,69 0,95-25,13 o )
Se utilizé un panel de anticuerpos

Fatiga 1 3,85 0,10-19,64 .
monoclonales (Becton, Dickinson and
Migrana 1 385 0.10-19,64 Company, BD Biosciences, 2350 Qume
Trombosis venosa 1 3,85 0,10-19,64 Drive, San José, CA 95131 USA] que
Autopercepcidn de la recuperacién permitiera identificar subpoblaciones
Buena 20 74,07 53,72-88,89 linfocitarias B, TCD4 y TCD8, ademas de
Regular 2 25,93 11,11-46,28 marcadores de activacién y memoria, en
Comorbilidades > 11,11 2352916 un Unico tubo: CD19 con isotiocianato de
Serologfa previa al estudio® 12 44,44 25,48-64,67 fluoresceina (CD19-FITC), CD3 con alofi-

. . o ) o cocianina (CD3-APC), CD4 con Peridinin
» *De las 12 personas que se realizaron serologia previa, diez tuvieron resultados positivos. Fuente: . .

datos recopilados con base en la encuesta personal y la ficha clinico — epidemioldgica, al momen- chlorophyll - protein-Cyanines.5 (CD4-

to del diagndstico de COVID-19. PerCP-Cy™5.5), CD8 con aloficociani-
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Tabla Il. Resultados basales de inmunidad humoral y poblaciones celulares pos-COVID-19. INE-ANLIS, Mar del Plata; julio-
agosto 2021. N=27.

Tiempo desde

el diagnéstico Recuentode Recuentode . .. CD3+ CD4+ CD8+ CD19+
Voluntario al estudio leucocitos CMN inicial .Vlét.)mdad Ser?lo- Totales  Totales  Totales Totales
inmunolégico  (n/mm?3) (n/mm3) inicial (%) gs (%) (%) (%) (%)
(meses])
x=6400 Reacti-  x=32  x=r7,7 x=216 P
D§:11,018 DS=1705,18 05121213;&[,]16 DSX:?OS vos  DS=8,38 DS=999 DS=9,69 ,ES?;
(6-13) (4300- (850-4900)  (93-100) 74,07%  (12,7- (58,7- (4,6- (4,4
11000) (20/27)  46,9) 95,4) 41,3) 18,9)
1 12 7500 4800 100 R 32,0 86,5 13,5 12,7
2 10 7450 3950 100 R 35,0 85,5 14,5 11,0
3 10 4350 2000 100 R 30,0 63,7 36,3 55
4 10 6800 2100 100 R 33,0 83,0 17,0 9,6
5 11 4650 3300 95 R 27,0 69,5 30,5 7,8
6 10 5300 2150 98 R 32,0 85,9 14,1 8,2
14 8 6200 4900 99 R 23,0 71,9 28,1 8,0
8 12 7300 3600 99 R 32,0 89,2 10,8 6,9
9 14 6400 2500 96 R 26,5 77,2 22,8 6,7
10 12 5400 2300 99 R 30,0 72,9 27,1 11,7
11 12 5000 2300 98 R 35,5 78,4 21,6 ’,?
12 8 5800 4100 96 R 33,6 e’ 22,3 11,8
13 10 11000 4050 99 R 34,8 59,2 40,8 8,5
14 12 8800 4350 97 R 46,2 76,7 23,3 18,9
15 13 8900 2200 100 NR 20,8 89,9 10,1 12,7
16 11 7900 2300 95 R 29,0 86,4 13,6 12,7
17 11 4300 1250 98 R 22,5 84,3 15,7 14,1
18 11 8900 1450 99 NR 36,0 89,9 20,1 14,0
19 9 5300 850 94 NR 12,7 62,0 38,0 4,4
20 13 10000 1450 93 R 23,0 81,9 18,9 13,4
21 8 6600 3150 98 R 17,0 73,2 18,1 6,6
22 ? 6200 1300 99 R 31,6 70,5 29,5 4,8
23 11 6400 3100 100 NR 43,4 95,4 4,6 14,5
24 10 7300 3050 96 NR 39,3 58,7 41,3 16,9
25 9 5700 1200 98 R 40,4 82,1 17,9 8,5
26 11 7300 2300 96 NR 46,9 74,6 25,4 11,5
27 6 5300 3050 100 NR 39,5 67,2 32,8 7,2

» x, mediana; DS, desvio estandar; R, reactivo; NR, no reactivo

na - andlogo de cianina? (CD8-APC-H?), CD25 con ficoeritrina  Serologia

(CD25-PE) y CD45Ro con ficoeritrina-cianina? (CD45Ro-PE- Se realiz6 un enzimoinmunoensayo (ELISA COVIDAR

Cy?). Se adquirieron 10.000 eventos en un CMF de 6 colores  1gG®). Siguiendo indicaciones del fabricante, se obtuvo el

(BD FACSCanto™ Flow Cytometer). titulo de anticuerpos de tipo IgG anti — proteina spike de
La estrategia para el analisis por citometria de flujo se des-  SARS-CoV-2 en muestras de suero.

cribe en “Anexo I”.

ByPC sep-dic 2024; 88(3):25-33 // ISSN-e 2684-0359


https://orcid.org/0009-0009-3351-9304
https://orcid.org/0009-0009-2381-1555
 https://orcid.org/0009-0009-8067-2213
https://orcid.org/0009-0003-9059-4358

Libera y col. Estudio de inmunidad especifica celular y humoral de memoria en pacientes recuperados de COVID-19 sin vacunar. m

Recoleccién de datos
Se utilizé un cuestionario autoadministrado que incluia

datos clinico-epidemioldgicos al momento del diagnéstico,

corroborados con la ficha de notificacion obligatoria de caso

sospechoso de COVID-19 del Ministerio de Salud de la Na-

cion. Se incluyeron datos de la recuperacién autopercibida,

posterior al COVID.

* Variable dependiente: presencia de linfocitos de memo-
ria que responden especificamente a SARS-COV-2

¢ Variables independientes. Al momento del diagndéstico
viral: edad (afios]); género (varén/mujer/trans]; sexo
(masculino/femenino/otro]; fecha de inicio de sinto-
mas (dia/mes/afio); fecha de toma de muestra (dia/
mes/afio); muestra bioldgica (esputo/aspirado endo-
traqueal/lavado broncoalveolar [BAL]/mini BAL/liquido
pleural/hisopado nasal y faringeo/biopsia de pulmén/
otras]; signos y sintomas (dolor de garganta/nauseas/
vomitos/pérdida del olfato/agitacién/fatiga/dificultad
respiratoria/dolor de cabeza/dolores musculares/otros
aclarando que cada signo y sintoma se valoraria con si/
noJ; tratamiento (si/no, especificar); requiere interna-
cién (si/no, n° de dias); complicaciones: insuficiencia
respiratoria/ventilacién mecanica (VM) - dias de VM -;
cardiovasculares: infarto agudo de miocardio/arritmias/
pericarditis/otras; coagulacién vascular diseminada,
tormenta de citoquinas, infeccién secundaria); requiere
ingreso a UTI (si/no); enfermedad de base/comorbilidad
(si/no, ¢cudl?); Ascendencia (padres/abuelos/bisabue-
los]; nivel de educacién (ninguno/primario: completo/
incompleto, secundario: completo/incompleto, terciario:
completo/incompleto, universitario: completo/incom-
pleto]; ocupacidn (especificar); nimero de convivientes
(especificar); nimero de contagios secundarios entre
sus convivientes (especificar]; nimero de ambientes
en vivienda (especificar]); viaje previo (si/no). Al mo-
mento del estudio inmunoldgico: Se relevaron serologia
(1gG reactiva/no reactiva); serologia previa (informacién
complementaria que aportaron algunos de los volunta-
rios acompafidandola con su comprobante de diagnéstico
molecular de SARS-CoV-2: si/noJ; recuento de leucocitos
totales (n®’mm3] y férmula leucocitaria; viabilidad celu-
lar (porcentaje [%] de células vivas después de Ficoll-
Paque); % de CMN positivas (+) para los marcadores de
membrana estudiados por CMF (% de LB CD19+, % de LT
CD4+y % de LT CD8+, % de células activadas CD25+ y de
memoria CD45Ro +) en estado basal y estimulado espe-
cificamente con SARS-CoV-2.

Anidlisis estadistico

Se presentaron estadisticas descriptivas para las varia-
bles demograficas y clinicas. Para las variables continuas,
se calcularon medias, rango y desvio estandar; para las
variables categdricas, frecuencias absolutas, porcentajes
y sus intervalos de confianza de 95% (IC95%). Las asocia-
ciones entre variables se realizaron mediante el test del chi

cuadrado (Xi2) o prueba exacta de Fisher, segun correspon-
diera. La asociacién entre las variables y la presencia de
respuesta inmune celular se estimé calculando el odds ratio
(OR). Se usaron los programas de soporte: Epi Info 7, EpiDat
4.1. La respuesta inmune celular global se analizé con el
test de Wilcoxon para muestras pareadas con el programa
R-Studio; esto se hizo para cada una de las subpoblaciones
celulares: LBy LT CD4 y CD8.

Etica

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Inves-
tigacién del INE, “Juan H. Jara”, con sede en la calle ltuzain-
g6 3520 de Mar del Plata, que cumple con el reglamento de
Registro y Acreditacién de Comités Institucionales de Etica
en Investigacién, Registro N° 059/2016, FOLIO 107 DEL Li-
bro de Actas N°2, con fecha 02/09/2016 (Cédigo: LERMAN
02/2020). Cada participante proporciond su consentimien-
toinformado por escrito antes de cualquier actividad del es-
tudio. Se mantiene la confidencialidad de los participantes.

Resultados

De un registro de mas de 20.000 diagndsticos de CO-
VID-19 por RT-qPCR, se preseleccionaron 158 personas, de
las cuales solo se estudiaron 27 (17,1 %). El resto (n=131)
no se incluyé por las siguientes causas: no pudo ser ubica-
do (n=38], habia recibido la vacuna (n=83), fue citado y no
se presentd al estudio (n=7) o habia fallecido (n=3). De los
27 voluntarios, 26 fueron diagnosticados con COVID-19 en
2020: 1 en enero del 2021; 17 (62 %) eran de ascendencia
europea, 2, mestizos y 8 no respondieron a esa pregunta.
Datos de la encuesta revelaron que 15 de las 27 personas
(55,55 %) sabian de quiénes se habian contagiado; el resto
lo desconocia. Ocho (29,63 %) afirmaron haber contagiado
a algun conviviente, y 4 (14,81 %) contagiaron a su vez a
algun contacto estrecho no conviviente. No se hallé aso-
ciacién estadisticamente significativa entre el nimero de
contagios secundarios entre convivientes y el nimero de
ambientes en la vivienda (p >0,05).

Las caracteristicas clinico - epidemiolégicas de las per-
sonas estudiadas se detallan en la Tabla |. Solo dos perso-
nas presentaron alguna comorbilidad o factor de riesgo al
diagndstico de COVID-19: una de ellas cursaba embarazo
avanzado y diabetes, otro era fumador. Ninguno de los
voluntarios requirié internacién, pero uno desarrollé una
trombosis venosa posterior al COVID-19. Ninguno presenté
leucopenia, leucocitosis, linfopenia o linfocitosis al momen-
to del estudio. Los resultados basales del estudio inmuno-
l6gico humoral y de poblaciones celulares se presentan en
la Tabla II. El tiempo transcurrido desde el diagndstico de
COVID-19 hasta la fecha del estudio inmunolégico fue, en
promedio, 10 meses (6 a 13 meses]. EI 74,07 % (20 / 27)
resultd IgG anti - SARS-CoV-2 reactivo. No se hall6 asociacién
estadisticamente significativa entre la presencia o no de Ac
anti - SARS-CoV-2 y el tiempo transcurrido desde el diagnds-
tico de COVID-19 (p=0,0627); tampoco, con el porcentaje

ByPC sep-dic 2024; 88(3):25-33 // ISSN-e 2684-0359



n Libera y col. Estudio de inmunidad especifica celular y humoral de memoria en pacientes recuperados de COVID-19 sin vacunar.

Figura 1. LT CD4+ en estado basal y estimulado especifi-
camente con SARS-CoV-2.
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Figura 2. LT CD8+ en estado basal y estimulado especifi-
camente con SARS-CoV-2.
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Figura 3. LB CD19+ en estado basal y estimulado especi-
ficamente con SARS-CoV-2.
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de CD19 total (p=0,4148). Al comparar las CMN en estado
basal con las estimuladas especificamente durante 5 dias
con SARS-CoV-2 inactivado, se observé una respuesta celu-
lar de memoria significativa (p <0,05) en las 3 subpoblacio-
nes linfocitarias estudiadas, aunque con mayor dispersion
enlos LB (Figuras 1,2y 3).

Discusién

Este estudio es uno de los pocos publicados en Argentina
que documenta la inmunidad de memoria posterior al CO-
VID-19 in vitro mediante ensayos funcionales luego de apro-
ximadamente un afo de la primoinfeccidn, en individuos no
vacunados.

Existe consenso respecto de que tanto la infeccién natu-
ral como la vacunacién generan una respuesta inmune de
memoria celular y humoral anti - SARS-CoV-230-34, Esta in-
munidad, aunque efectiva para mitigar las manifestaciones
clinicas y disminuir las hospitalizaciones, no siempre nos
protege contra una reinfeccién ni evita la transmision. Otros
autores reportaron que personas con esquema completo de
vacunacién transmiten el virus con cargas virales similares
a las de aquellas sin vacunar®®, que la inmunidad generada
por vacunas como Pfizer-BioNTech disminuye mas répi-
damente que en convalecientes®® y que la eficacia de las
vacunas decrece mas rapidamente en adultos mayores y
adultos con comorbilidades que en inmunocompetentes.>”

Nuevas variantes del coronavirus-2, como émicron, nos
recuerdan que la epidemiologia de los virus respiratorios
cambid y que el sistema de salud debe estar atento a la po-
sible aparicién de otras variantes mas transmisibles y resis-
tentes a inmunizacién previa.

Entre las limitaciones del estudio, se identificaron la im-
posibilidad de estudiar un mayor ndmero de individuos y
de representar todos los rangos etarios, especialmente, el
de los adultos mayores; tampoco se incluyeron personas
con comorbilidades significativas o que hayan cursado la
enfermedad con pardmetros de gravedad, como requeri-
miento de internacién o asistencia respiratoria, entre otras.
El motivo fue que, en Argentina, la campafia de vacunacién
anti COVID-19 se inici6 antes de realizar este estudio, y los
primeros en acceder a las vacunas fueron los grupos de
riesgo: personal de salud, mayores de 65 afios y personas
con comorbilidades. En septiembre del 2021, la vacunacién
comenzo a ser libre y voluntaria para mayores de 18 afos.

Otro punto a mencionar es que, al momento del ensayo,
todas las personas habfan decidido voluntariamente no
vacunarse, se encontraban en perfecto estado de salud y
declararon no haber tenido sintomas compatibles con CO-
VID-19 en el periodo transcurrido entre el diagndstico de
la enfermedad y este estudio; sin embargo, no podemos
garantizar que la respuesta inmune especifica anti-SARS-
CoV-2 aqui estudiada se deba exclusivamente a la memoria
inmunolégica generada por la primoinfeccién natural, ya
que existe la posibilidad de haber incluido también la res-
puesta asintomatica a una 0 mas exposiciones al virus,
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Anexo |. Estrategia para el andlisis por citometria de flujo.

» En el caso de los LT, se realizé un gate inicial en las CMN CD3+; sobre
ellas, se discriminaron las subpoblaciones CD4+ o CD8+; finalmente,
se analizaron en un plot los clusters de doble positivas para los marca-
dores de activacién y memoria celular (CD25+ y CD45Ro+, respectiva-
mente). Para los LB, se realizé un gate inicial en las CMN CD19+; luego,
se analizd en un plot el cluster CD25+ y CD45Ro+. La misma estrategia
se aplicé tanto para el estadio basal como para el estimulado.

como describen otros autores.38

En este estudio, solo se evalué la inmunidad sistémica,
pero serfa interesante estudiar también la inmunidad de mu-
cosas dosando IgA sérica y secretoria, indispensables como
primer mecanismo de defensa contra virus respiratorios.

Si bien la vacunacién redujo la morbimortalidad asocia-
da al SARS-CoV-2, se necesitan mas investigaciones para
caracterizar su durabilidad y efecto protector. Se han re-
portado varios casos de efectos adversos potencialmente
asociados con las vacunas, como miocarditis3%4°, hiper-
tension!, enfermedad glomerular®?, efectos oculares*® y
enfermedades autoinmunes.***> La incidencia de estos
efectos adversos podria ser mayor en personas que han

cursado COVID-19 antes de la vacunacién. 64

Este estudio, junto con otros abordajes de naturaleza si-
milar, llevan a revisar las estrategias de vacunacién y adap-
tarlas a poblaciones especificas, tal como comunicé la OMS
en enero del 2022 respecto de la necesidad de desarrollar
vacunas alternativas, como las nasales?, aplicando cono-
cimientos basicos de inmunologia.??

Habiendo detectado inmunidad especifica de memoria
en convalecientes sin vacunar, después de un afo de la
infeccién natural, consideramos que, para personas ya ex-
puestas al virus o vacunadas que no pertenezcan a ningdn
grupo de riesgo, podria implementarse un nuevo esquema
de inmunizacién anual de Unica dosis.
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Resumen

Introduccién: El inmunofenotipo por citometria de flujo es util al momento del diagnéstico de las leuce-
mias linfoblasticas agudas, ya que permite definir la estirpe celular. La respuesta al tratamiento se mo-
nitorea al dia 15 (D15) basandose en la cuantificacion de blastos por citometria de flujo. Es importante
evaluar la expresién de antigenos celulares, como el CD20, ya que su presencia permite la utilizacién de
inmunoterapias en pacientes con leucemia linfoblastica aguda B (LLA-B). Objetivo: Evaluar el efecto de
la utilizacién de corticoides en la fase de induccién sobre la expresién del antigeno de superficie CD20 en
pacientes con LLA-B al momento del diagndstico y en el dia 15 de su tratamiento. Materiales y métodos:
Se reanalizaron los archivos al momento del diagnéstico y el dia 15 del inmunofenotipo por citometria
de flujo de 78 pacientes pediatricos. Se registraron los valores de expresién de CD20 en los blastos y
en los linfocitos B normales. Se emplearon como pruebas estadisticas t de Student para distribuciones
normales y test Mann-Whitney como método no paramétrico. Resultados: El 78 % de pacientes presenté
aumento significativo del porcentaje de expresién de CD20 en blastos presentes al dia 15 respecto del
diagnéstico. El 37 % cambid su estatus de negativo a positivo para CD20 al dia 15. Tanto la comparacién
de los pardmetros media y mediana de intensidad de fluorescencia al diagndstico y dia 15 como sus
valores normalizados demostraron diferencias estadisticamente significativas. Conclusion: Se observé
que la expresién del CD20 al dia 15 de tratamiento en los pacientes con LLA-B aumentd con respecto al
diagnéstico, por lo que podrian convertirse en candidatos a inmunoterapia.

Palabras clave: citometria de flujo, leucemia, pediatria, oncohematologfa.

Abstract
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Introduction: Immunophenotyping by flow cytometry is useful to assign lineage to pathological cells in
B acute lymphoblastic leukemia [B-ALL). Monitoring of the therapeutic response on day 15 is based on
the quantification of blasts by flow cytometry. The expression of cellular antigens, such as CD20, allows
the possible use ofimmunotherapies in B-ALL patients. Objectives: To assess the effect of corticosteroids
on the expression of CD20 surface antigen in B-ALL patients at diagnosis and on day 15 of the induction
phase. Materials and methods: The immunophenotypic study by multiparametric flow cytometry was
reanalyzed in 78 pediatric patients at diagnosis and on day 15. The expression of CD20 values were re-
corded both in blasts and normal B lymphocytes. A descriptive statistical approach was used and the
comparisons were made using the Student’s t test for normal distributions and the Mann-Whitney test
as a non-parametric method. Results: In 78% of the patients, an increase in the percentage of expression
in CD20 was observed in the blast cells present on day 15 compared to diagnosis. Besides, 37% of the
patients changed their status from negative to positive for CD20 on day 15. Conclusions: The expression
of CD20 on day 15 of the treatment in patients with B-ALL was increased versus its value at the moment
of diagnosis and could thus become candidates for immunotherapy.

Keywords: flow cytometry, leukemia, pediatric, oncohematology.
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Introduccién

Las leucemias linfoblasticas agudas (LLA) son un grupo
heterogéneo de enfermedades neoplasicas que resultan de
la proliferacién clonal de linfoblastos que pueden infiltrar
médula ésea (MO), diferentes 6rganos y/o sistemas!. El
diagndstico de LLA se basa en la examinacién citomorfol6-
gica de la MO, la sangre periférica (SP) y el liquido cefalorra-
quideo (LCR], complementada con las técnicas de citome-
tria de flujo y citogenética/biologia molecular?.

El inmunofenotipo realizado por citometria de flujo multipa-
ramétrica permite asignar linaje B o T a las células patoldgicas
mediante el estudio de la expresion de antigenos de superficie
e intracitosplasmaticos en el momento del diagndstico.

El monitoreo de la respuesta al tratamiento se realiza al
dia 15 del inicio de la induccién y se basa en la cuantifica-
cion de los blastos por citometria de flujo?. A pesar de la me-
jora en los regimenes terapéuticos de nifios y adolescentes
con LLA-B, que han permitido alcanzar una sobrevida libre
de eventos mayor del 90 %, aquellos pacientes que recaen
o resultan refractarios a la quimioterapia constituyen un
verdadero desafio®.

El avance en el conocimiento tanto de la biologia de las
neoplasias hematolégicas como del rol que cumple el siste-
ma inmune en el control de las mismas ha llevado al desa-
rrollo y aprobacién de terapias biolégicas®. Probablemente,
el ejemplo mas destacable de éxito en el uso de inmunote-
rapias es el monoclonal anti-CD20 (rituximab) para el trata-
miento de neoplasias linfoides B*.

El rituximab es un anticuerpo monoclonal humano/muri-
no quimérico anti-CD20 que se une con alta afinidad y espe-
cificidad a dicha proteina transmembrana de los linfocitos B
tanto normales como patolégicos®.

El rituximab se une al CD20 expresado en las células B
neoplasicas a través de la porcion Fc e induce la eliminacién
dedichas células mediante cuatro mecanismos: citotoxicidad
dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis dependiente

de anticuerpos, citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC) y efectos antitumorales directos mediante apoptosis
u otra via de muerte celular®. EI CD20 se expresa en casi el 45
% de los blastos en el momento del diagnéstico y aumenta su
expresion en aproximadamente el 74 % en el dia 15°.

Las inmunoterapias tienen la ventaja de ser altamente
especificas, ya que reducen la toxicidad producida a los
tejidos normales, comparadas con las drogas quimiotera-
picas tradicionales®. Desde su aprobacién hace 20 afios, la
administracién intravenosa de rituximab ha revolucionado
el tratamiento de las neoplasias linfoides B. Diversos ensa-
yos clinicos han demostrado que el uso de inmunoterapias
anti - CD20 no solo prolonga el tiempo de progresion de la
enfermedad, sino también extiende la sobrevida global®.

Segun el protocolo internacional de tratamiento ALLIC-
BFM 2022, todos los pacientes pediatricos con LLA-B, in-
dependientemente de la categoria de riesgo a la que perte-
nezcan, reciben corticoides (prednisona/prednisolona) en
la fase de induccién®. Marks y col. demostraron que la ex-
posicién in vitro de los blastos linfoides B a dexametasona
generaba un incremento en la expresién de CD20 en 6 de 8
pacientes estudiados’.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar cémo la uti-
lizacién de corticoides en la fase de induccién influye en la
expresion del antigeno de superficie CD20 en pacientes con
LLA-B al momento del diagndstico (Dx) y en el dia 15 (D15)
de su tratamiento.

Materiales y métodos
Se llevé a cabo un estudio de tipo retrospectivo, obser-
vacional.

El estudio inmunofenotipico se realizé mediante la técni-
ca de citometria de flujo multiparamétrica en médula dsea
anticoagulada con EDTA de 78 pacientes pediatricos de en-

Tabla I. Panel de 8 colores para la inmunofenotipificacién de leucemias linfoblasticas agudas B.

Leucemia linfoblastica aguda B

Fluorocromo Tubo 1 Tubo 2
FITC CD81 CD58
PE CD66c+CD123 CD73+CD304
PerCPCy5.5 CD34 CD34
PE-Cy? CD19 CD19
APC CD10 CD10
APC-H? CD38 Cbr1
Horizon V450 Cb2o Cb20
Horizon V500c CDb45 CD45

Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
cylgM nuTdT CD15+CD65
CD33 CD13 NG2
CD34 CD34 CD34
CD19 CD19 CD19
lgM/CD117 cD22 CD123
Lambda CD24 CD81
Kappa Cb21
CD45 CD45 CD45

» FITC, fluorescein isothiocyanate; PE, phycoerythrin; PerCPCy5.5, peridinin-chlorophyll-protein.cyanin5.5; PE-Cy?, phycoerythrin-cyanin?;

APC, Allophycocyanin; APC-H?, allophycocyanin H?.
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Figura 1. Variacién en la expresion de CD20 en células pa-
tolégicas al debut y D15.
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» A) Porcentaje de positividad para CD20; B) Media de intensidad de
fluorescencia de CD20; C) Mediana de intensidad de fluorescencia
CD20; D) Media normalizada de intensidad de fluorescencia CD20;
E) Mediana normalizada de intensidad de fluorescencia de CD20.

tre 0y 19 afos, (47 nifios y 31 nifias) recibidos desde ene-
ro de 2017 a noviembre de 2022, tratados segln pautas de
ALLIC BFM/GATLA 2010.

Se utilizaron protocolos internacionales estandarizados
con paneles de ocho fluorescencias (EuroFlow)®. En todos
los casos, el clon utilizado para evaluar el antigeno CD20 fue
L27 conjugado con fluorocromo V450 (Tabla 1). La adquisi-
cion y andlisis de los resultados se realizé en un citémetro
de flujo FACSCanto Il haciendo uso de los softwares FACSDi-
va ™ (Becton Dickinson) e Infinicyt™ (Cytognos).

Se reanalizaron los archivos del Dx y D15, se registraron
los valores de expresion de CD20 en porcentaje (%), media
de la intensidad de fluorescencia (xMIF) y mediana de la
intensidad de fluorescencia (MeMIF) tanto en los blastos
como en los linfocitos B normales (LB). Ademas, se calculé
la relacién entre MeMIF de blastos y LB y se establecid la
MeMIF normalizada.

Se realiz6 un abordaje estadistico- descriptivo. Las com-
paraciones fueron realizadas utilizando t de Student para
distribuciones normales y test de Mann-Whitney como mé-
todo no paramétrico, estableciendo significancia estadisti-
ca con p<0.05, utilizando el programa SPSS Statistics 7.

Resultados

Se compararon los resultados obtenidos al reanalizar
los archivos del inmunofenotipo por citometria de flujo de
78 pacientes pediatricos con diagndstico de LLA-B, en tra-
tamiento bajo las pautas de ALLIC BFM/GATLA 2010, tanto
al debut como al D15 de inicio del tratamiento. EI 83 % de los
casos correspondia a LLA-B comun, 6 %, a LLA-BproBy 9%,
alLLA-BpreB.

De los 78 pacientes evaluados, 11 fueron excluidos del
analisis debido a la ausencia de células patoldgicas al D15.
Por otra parte, 15 de los pacientes no tuvieron expresién de
CD20 al momento del Dx nial D15.

En el 75 % de los pacientes (39/52), se observé un au-
mento del porcentaje de expresion de CD20 en los blastos
presentes en el D15 respecto del Dx, con diferencias esta-
disticamente significativas (p<0,00001] (Figura 1A].

Adem3s, se realizé la comparacién de los pardmetros
xMIF y MeMIF en ambos momentos de la enfermedad, asi
1

Tabla Il. Promedio de XMIF, MeMIF, XMIF(n) y MeMIF(n) de ex-
presion de CD20 en las células patoldgicas al debut y dia 15.

XMIF MeMIF  XMIF (n)  MeMIF (n)
Debut 1733 1040 0,07 0,06
D15 4721 3747 0,26 0,24
p <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

» XMIF, media de intensidad de fluorescencia; MeMIF, mediana de
intensidad de fluorescencia; XMIF(n), media de intensidad de fluo-
rescencia normalizada; MeMIF(n], mediana de intensidad de fluo-
rescencia normalizada; D15, dia 15.
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Figura 2. Expresion de CD20 al Dx y D15 en LLA-B en blastos (rojo) y linfocitos B normales (celeste].
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» A) Expresion de CD20+ al Dx: 0,2 % (IMF blastos: 83, IMF linfocitos B: 26700); B) Expresion de CD20+ D15: 98 %, (IMF blastos: 9911, IMF

linfocitos B: 17071).

como también, la de sus valores normalizados, que de-
mostraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). (Tablall) (Figura 1 B-E).

Entre los pacientes que mostraron un incremento en el
porcentaje de expresion de CD20 al D15, el 40% (21/52)
cambi6 su estatus de negativo al momento del Dx (<10%) a
positivo para CD20 al D15. En la figura 2, se muestra como
ejemplo el cambio en el porcentaje de expresién de CD20 al
Dx yal D15 de tratamiento observado en uno de los pacien-
tes evaluados. (Figura 2 A-B).

Discusién

En este estudio, se observé que la expresién de CD20 al
D15 de tratamiento en los pacientes con LLA-B aumenté en
un 75 % de los casos con respecto al Dx. Esto se vio reflejado
tanto en los valores de porcentaje de expresién como en la
comparacion de medias y medianas de intensidad de fluo-
rescencia y en la relacién normalizada de fluorescencia del
CD20. No se observaron diferencias en la informacién obte-
nida al utilizar los distintos parametros.

Adem3s, se evidencid en la mencionada poblacién que
el 40 % de los pacientes cuya expresion de CD20 al D15 se
habia incrementado respecto del porcentaje hallado al mo-
mento del diagnéstico modificd su estatus de negativo a po-
sitivo para CD20. Dicho cambio les permite a los pacientes
convertirse en candidatos a inmunoterapia, como lo es el
tratamiento con rituximab®.

Los ensayos clinicos que se han llevado a cabo durante
los dltimos 20 afios han demostrado que el uso de rituximab
no solo prolonga el tiempo de progresién de la enfermedad,
sino también el de la supervivencia general del paciente

con neoplasias hematoldgicas de células B. Debido al éxito
y eficacia de su uso, se han estado desarrollando otros anti-
cuerpos monoclonales anti-CD20 (obinutuzumab, ofatumu-
mab, veltuzumab y ocrelizumab)®.

Dworzak y col. estudiaron 306 pacientes pediatricos con
diagndstico de LLA-B tratados segun el protocolo interna-
cional AIEOP-BFM-ALL 2000, los cuales recibieron durante
el periodo de induccién prednisolona oral durante los 7 dias
que dura dicha fase. Observaron un incremento en la expre-
sién de CD20 al D15 respecto del Dx del 25 % al 47 %, res-
pectivamente. Al evaluar la intensidad de fluorescencia de
CD20 en las células patolégicas, demostraron un aumento
de 14 a 45 MFI posterior a la induccién®.

Por lo anteriormente descripto, es de suma importancia
la evaluacién de la intensidad de expresion de CD20 en las
células patoldgicas y el reporte del porcentaje de expresién
de CD20 al D15, ya que se ha demostrado que la utilizacién
de corticoides durante el periodo de induccidn incrementa
la expresién de dicho antigeno en aproximadamente la mi-
tad de los pacientes convirtiéndolos en candidatos para la
utilizacién de inmunoterapia y mejorando su prongéstico.

Segun el protocolo internacional de tratamiento ALLIC-
BFM 2022, se considera positivo un valor de expresién de
CD20 210 % en los blastos residuales en una muestra de MO
al D15 con 300000 células nucleadas/eventos adquiridos.
Aquellos pacientes que presenten un valor positivo de ex-
presion para CD20 al D15 podrian convertirse en candidatos
para el uso de rituximab®.
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Resumen

Introduccién: Las mutaciones se encuentran dentro de las principales causas de falla terapéutica en la
infeccion por HIV-1. Las que estan asociadas a resistencia al tratamiento antirretroviral (TARV] pueden
aparecer como consecuencia de la presién farmacoldgica (secundaria) o por infeccién con virus resis-
tentes (primaria). La prevalencia de resistencia primaria puede clasificarse como alta, moderada o baja
segun el porcentaje de presencia de mutaciones asociadas a resistencia en la poblacién en estudio. Obje-
tivos: Determinar la prevalencia de resistencia antirretroviral primaria (RAVP) para HIV-1 en nuestra insti-
tucién y evaluar los perfiles de resistencia y mutaciones asociadas. Materiales y métodos: se analizaron
retrospectivamente estudios genotipicos de resistencia al TARV para HIV-1 del periodo 2015 - 2022 que
pertenecian a pacientes naive. Las mutaciones se encontraban definidas segun los criterios de la Orga-
nizacion Mundial de la Salud (2015-2017) y de la Universidad de Stanford (2018-2022). Resultados: Se
incluyeron 368 pacientes naive. La RAVP total fue de 19,8%. La tasa de RAVP [mutaciones mas frecuen-
tes]: ainhibidores no nucleosidicos de la retrotranscriptasa, 15,6% (K103N); a inhibidores nucleosidicos
de la retrotranscriptasa, 4,9% (M41L yM184V] y ainhibidores de proteasa, 4,1% (M46L, M461,V82A, 154V
y K43T]). Un 21,9% de los pacientes presentd resistencia a mas de un grupo farmacoldgico. Conclusiones:
En nuestro pafs, la informacién sobre RAVP es limitada. Los niveles de RAVP registrados fueron elevados
(19,8%). Los resultados obtenidos permitirian optimizar el TARV contribuyendo al desarrollo de nuevas
guias clinicas.

Palabras clave: HIV-1, resistencia antirretroviral, pacientes naive, tratamiento antirretroviral, perfiles de
resistencia, mutaciones asociadas.
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Introduction: HIV genome mutations are the leading cause of therapeutic failure in HIV-1 infections. Muta-
tions associated with resistance to the antiretroviral treatment are either a consequence of an infection
with resistant viruses (primary resistance) or a consequence of pharmacological pressure (secondary
resistance]. Primary resistance prevalence can be classified as high, moderate or low according to the
percentage of patients with resistance-associated mutations. Objective: The aim of this investigation
was to study the prevalence of HIV-1 primary antiretroviral resistance (PAR] at our institution, and to
evaluate the resistance profiles and the associated mutations. Materials and methods: HIV-1 genotypic
resistance studies in naive patients from 2015-2022 were retrospectively analyzed. Mutations were
defined according to the criteria of the World Health Organization (2015-2017) and Stanford University
(2018-2022). Results: A total of 368 naive patients were included. Total PAR was 19.8%. The PAR rate
(most frequent mutations) to non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors was 15.6% (K103N], that
to nucleoside reverse transcriptase inhibitors was 4.9% (M4 1L and M184V), and that to protease inhibi-
tors was 4.1% (M46L, M461,V82A, 154V and K43T). Besides, 21.9% of the patients presented resistance to
more than one pharmacological group. Conclusion: PAR information in Argentina is limited. The PAR levels
recorded were high (19.8%). These results could contribute to the development of new clinical guidelines,
which would make antiretroviral treatment optimization possible.

Keywords: HIV-1, antiretroviral resistance, naive patients, antiretroviral treatment, resistance profiles,
associated mutations.
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Introduccién

El HIV es el virus que causa el sindrome de inmunodefi-
ciencia adquirida (SIDA). Es un retrovirus humano que per-
tenece al género de los lentivirus; tiene la caracteristica
de infectar y replicarse en una amplia variedad de células
humanas del sistema inmunolégico dentro de las que se
encuentran los linfocitos T CD4+, el sistema monocito/ma-
créfago y las microglias del sistema nervioso central. Sin
embargo, es la infeccién del linfocito T CD4 la que produce
los efectos mas nocivos en la respuesta inmunoldgica.t

Hasta la fecha, se conocen dos tipos de HIV, de los cuales
el HIV-1 es el mas extendido en el mundo, mientras que el
HIV-2 esta més limitado a zonas de Africa occidental.?

Estudios epidemiolégicos realizados en los dltimos afos
en Argentina muestran que la epidemia del HIV-1 presenta
un comportamiento similar al de la mayoria de los paises
de la regidn, con baja prevalencia en la poblacién general,
pero con grupos de la poblacién altamente afectados debido
a diversos factores de vulnerabilidad. Segln datos del afio
2018, se estima que 139 mil personas se encuentran infec-
tadas con este virus en Argentina, de las cuales el 17% des-
conoce su diagndstico. Cada afio se registran 5800 casos
nuevos que presentan una razén hombre/mujer de 2,1:1
y una mediana de edad de 32 afos para los hombres y 33
para las mujeres.’

La terapia antirretroviral de gran actividad (HAART), definida
como “la combinacién de al menos tres farmacos antirretro-
virales con actividad contra el HIV”, es considerada uno de los
avances médicos mas importantes en los Gltimos 12 afios.

Dentro de la HAART, existen seis grandes grupos de anti-
rretrovirales para el tratamiento de la infeccién por HIV: in-
hibidores nucleosidicos de la transcriptasa reversa (INTR);
inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa reversa
(INNTR]J; inhibidores de proteasa (IP); inhibidores de fusidn;
antagonistas de CCR5 e inhibidores de integrasa.®

En los paises desarrollados, se han logrado grandes pro-
gresos en el manejo de la infeccién por HIV con la aparicién
de la HAART, lo que se reflejé en una reduccién notable de
las tasas de morbilidad y mortalidad, y por lo tanto, en una
mejor calidad de vida de los pacientes con HIV. Lamentable-
mente, una de las principales causas de fracaso en el trata-
miento antirretroviral es la aparicién de resistencias.*

El desarrollo de resistencia se asocia con mayor frecuen-
cia al fracaso del tratamiento antirretroviral (TARV] impi-
diendo la supresién de la replicacién viral y aumentando
la mortalidad. La resistencia se considera secundaria (o
adquirida) cuando la aparicién de mutaciones ocurre bajo
la presién de seleccion ejercida en el transcurso del trata-
miento con drogas antirretrovirales, y primaria (o transmi-
tida) cuando es debida a la presencia de mutaciones rele-
vantes en un paciente que no ha sido expuesto a drogas
previamente. La resistencia primaria se origina principal-
mente por transmisién de cepas resistentes de un paciente
con resistencia secundaria a pacientes naive de exposicién
a antirretrovirales.®

La prevalencia de resistencia antirretroviral primaria
(RAVP] en una determinada poblacién depende de nume-
rosos factores, entre ellos, el grado de exposicién a antirre-
trovirales de la misma familia, la prevalencia de resistencia
secundaria en pacientes con conductas de riesgo y el grado
de transmision y estabilidad de las variantes resistentes.”

La estimacién de frecuencia de RAVP puede variar entre
estudios debido a diferencias en la poblacién estudiada y
la base de datos de mutaciones de referencia utilizada. Se
considera que la prevalencia de resistencia primaria es alta
cuando mas del 15 % de las muestras estudiadas presentan
mutaciones, moderada cuando este valor oscila entre 5-15
%y baja cuando es menor del 5 %. La realizacidn del estudio
genotipico de resistencia basal se recomienda cuando los
niveles superan el 5 % en una determinada poblacién.®

La prevalencia de resistencia antirretroviral transmitida
en individuos de paises de altos ingresos se encuentra en
un rango de 7 % a 14 %.5 En paises de medianos y bajos in-
gresos, a medida que aumenta la cobertura de tratamien-
to antirretroviral, se observan incrementos de los niveles
de resistencia primaria de bajos a moderados. En nuestro
pais, la informacién sobre RAVP es limitada. Considerando
que dicha resistencia se asocia con fracaso del tratamiento
antirretroviral, es de interés la vigilancia epidemioldgica de
la misma en diferentes poblaciones (y con diferentes co-
berturas de salud) con el fin de optimizar la eleccion de los
esquemas de tratamiento de primera linea.®

En Estados Unidos y Europa, se llevan a cabo de formaru-
tinaria testeos para evaluar la RAVP, sin embargo, en la ma-
yoria de los paises de recursos limitados, esto no sucede.”

Las mutaciones genéticas del virus del HIV que generan
resistencia a drogas no solo limitan severamente las opcio-
nes de tratamiento para nuevos pacientes, sino que tam-
bién aceleran el fracaso del tratamiento a causa de un uso
inadecuado de recursos médicos. La evaluacién rutinaria
de la resistencia primaria es necesaria para determinar la
aparicién y propagacién de las mutaciones genéticas que
generan resistencia.’

El objetivo de este estudio fue estimar la frecuencia de
resistencia antirretroviral primaria en pacientes de nuestra
institucién y evaluar los perfiles de resistencia y mutacio-
nes asociadas, con el fin de proporcionar informacién sobre
las pautas de la terapia para el HIV-1.

Materiales y métodos
Disefio del estudio
Se realizé un estudio retrospectivo, descriptivo en una
institucion de salud privada de CABA. Se analizaron estudios
de resistencia genotipica a drogas antirretrovirales para el
tratamiento de HIV-1 comprendidos entre 2015 y 2022.
Los criterios de inclusién fueron ser pacientes con infec-
cién por HIV confirmada cuyo estudio genotipico de resis-
tencia se hubiera realizado previamente a la exposicién a
drogas antirretrovirales (pacientes naive). Los criterios de
exclusién fueron ser pacientes que: hubieran recibido trata-
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Figura 1. Prevalencia y distribucién de resistencia anti-
rretroviral primaria.

20,00%
15,00%
£
3
g 10,00%
2
]
g
[ 5,00%

0,00%

TOTAL INTR INNTR IP

INTR, B.2%

INTR + INNTH + IP, La%

INTR + INNTR, 12.3% INNTR, 58.9%

P, 11.0%

INNTR + 1P, 5.5%

INTR + 1P, 2.7%

» A) Prevalencia de RAVP global e individualizada por grupo farmacoldgi-
co; B) Distribucion de RAVP; RAVP, resistencia antirretroviral primaria;
INTR, inhibidores nucleésidos de la transcriptasa reversa; P, inhibido-
res de proteasa.

miento previo; hubieran sido derivados de otras institucio-
nes; no hubieran presentado datos suficientes para poder
evaluar la administracidn previa de terapia antirretroviral en
los registros clinicos informatizados; hubieran presentado
problemas en la toma o procesamiento de la muestra.

La caracterizacién de la exposicién o no del paciente a
tratamiento previo se realizé por medio de los registros cli-
nicos informatizados de la institucidn.

Este estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de
Etica de Protocolos de Investigacién (CEPI) del Hospital Ita-
liano de Buenos Aires y autorizado por la Direccién Médica
de dicha institucién (Protocolo CEPIN° 6667 / Plataforma de
Registro Informatizado de Investigaciones en Salud de Bue-
nos Aires PRIISA BA] N° 9254).

Toma de las muestras y determinacién de mutaciones aso-
ciadas a resistencia al TARV

Se recolectaron 10 ml de sangre periférica con anticoa-
gulante EDTA al 10 %. Las muestras se centrifugaron a 2500
revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos para se-
parar el plasma, el cual fue almacenado en freezer a -70°C
hasta su procesamiento.

Para el estudio genotipico, se extrajo el ARN viral a partir
de 1 mlde muestra de plasma con EDTA mediante el empleo

de MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Alemania), segun las especificaciones del
fabricante. EI ARN extraido fue conservado a -70°C hasta la
amplificacién.

A partir de los acidos nucleicos extraidos, se procedié a
realizar la transcripcion reversa, seguida de la primera re-
accién de la PCR anidada con los cebadores especificos Hl
Fext-1y Hl Rext-1 (disefiados por el Servicio de Biologia Mo-
lecular del Laboratorio Central del HIBA) mediante una mez-
cla de enzimas capaces de llevar a cabo ambos procesos en
una misma reaccion (Qiagen® One step RT-PCR Kit, Qiagen®,
Hilden, Alemania). La secuencia y localizacion del sitio de
hibridacién de los cebadores utilizados en la primera reac-
cion es la siguiente: HI Fext-1: 5'- CCT AGR AAA AAG GGC TGT
TGG AAATGT G -3"y HI Rext-1: 5'- TCT GTT AAT TGT TTT ACA TCA
TTAGTG TGG GCA -3

Luego, se realiz6 una segunda reaccién de amplificacién
con los cebadores internos HI Fint-1 y HI Rint-1 (disefiados
por el Servicio de Biologia Molecular del Laboratorio Central
del HIBA), cuya secuencia es la siguiente: HI Fint-1: 5'- AGA
CAG GCTAATTTTTTAGGG AAART -3’y HIRint-1: 5- TGG CTC TTG
ATAAATTTG ATATGT CCA-3.

El tamafo esperado del producto de PCR es de 1514
pares de bases (pb) y abarca el extremo 3’ del gen gag, la
regién viral codificante completa de la proteasa viral y las
primeras 345 pb del gen de la transcriptasa reversa.

Los productos de amplificacién se visualizaron con luz
ultravioleta luego de una corrida electroforética en gel de
agarosa al 2,0%, y fueron purificados mediante el empleo
del equipo comercial ExoSAP-IT® (Applied Biosystems,
Foster City, Estados Unidos), segun especificaciones del
fabricante. Finalmente, los productos obtenidos tras la am-
plificacién de acidos nucleicos se sometieron a una secuen-
ciacién nucleotidica bidireccional mediante el empleo del
secuenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems,
Foster City, Estados Unidos] disponible en el Laboratorio de
Secuenciacién del Hospital Italiano de Buenos Aires.

Las secuencias se analizaron utilizando el software Chro-
mas PRO para la visualizacién y determinacién de |a calidad
de las mismas. Una vez analizadas las secuencias se com-
pararon con la base de datos de la Organizacién Mundial de
la Salud (estudios realizados desde 2015 a 2017) o con la
base de datos de la Universidad de Stanford (estudios reali-
zados desde 2018 a 2022) para determinar si las variantes
de secuencia halladas en las muestras coincidian con va-
riantes reportadas como causantes de resistencia natural
ala HAART.

Los datos de perfiles de resistencia y mutaciones asocia-
das se analizaron confeccionando una base de datos, utili-
zando Oracle Express 12 y consultando la misma mediante
Oracle Developer version 19.2.1.247.

Resultados
Seincluyeron 368 estudios de pacientes naive, de los cua-
les el 14,9% correspondia a mujeres (de entre 18 y 69 afios
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Figura 2. Perfil de resistencia antirretroviral primaria en pacientes: inhibidores de retrotranscriptasa e inhibidores de
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inhibidores de proteasa.

de edad) y el 85,1 %, a hombres (de entre 16 y 73 afos de
edad). Del total de pacientes incluidos, 73 (19,8 %) presen-
taron resistencia a al menos uno de los grupos de antirretro-
virales evaluados (Figura 1A). Del total de pacientes, 18 (4,9
%) presentaron resistencia a INTR, 57 (15,5 %) presentaron
resistencia a INNTRy 15 (4,1 %) pacientes, a IP. No se evalua-
ron resistencias a los inhibidores de integrasa por no contar
con estudios genotipicos que permitieran detectarlas.

De los 73 pacientes con resistencia naive, 21,9 % presen-
taron resistencia a mas de un grupo farmacoldgico evalua-
do. La distribucién de las resistencias obtenidas por grupo
farmacolégico se muestra en la Figura 1B. La distribucion
obtenida para INNTR se muestra en la Figura 2A. Las mu-
taciones mas frecuentemente halladas para resistencia a
INNTR fueron K103N (31,3 %), V106! (8,3 %) y E138A (4,2).
Latotalidad y frecuencia de las mutaciones asociadas a dis-
minucién de la sensibilidad para este grupo farmacolégico
se encuentran en la Figura 3A.

En cuanto a los farmacos de primera generacién del grupo
de los INNTR, 43 pacientes presentaron resistencia a efavi-
renz, de los cuales el 100 % present6 resistencia de forma
conjunta con nevirapina. Todos los pacientes mostraron al
menos una mutacién descrita como asociada a resistencia
enbloque; las mas frecuentes fueron K103N,Y181Cy P225H.

En relacién con los farmacos de segunda generacién de
este grupo, se contabilizaron 11 pacientes con resistencia
a etravirina, de los cuales 10 presentaron resistencia con-

junta con rilpiravina. Todos los pacientes presentaron al
menos una mutacién descrita como asociada a resistencia
en bloque, de las cuales las mas frecuentes fueron Y181C
y K101E.

En aquellos pacientes que presentaron resistencia a INN-
TR de primera generacion, el 91,5 % desarrollé resistencia en
bloque, mientras que en el caso de los farmacos de segunda
generacion la resistencia en bloque hallada fue de un 40,0 %.

Se encontraron 9 pacientes (15,8 %) con resistencia
a todos los farmacos que integran el grupo farmacolégico
de los INNTR. Ocho pacientes presentaron 1 Unica muta-
cién que generaba resistencia en bloque a los 4 farmacos,
aunque para todos ellos no fue la misma. Las mutaciones
halladas en este grupo de pacientes con resistencia a mul-
tidrogas fueron las 4 yamencionadas: Y181V, L100l, K101E
e Y181C. Un paciente presenté las mutaciones E138K y
V179VD, las cuales, en combinacién, otorgan resistencia a
efavirenz, nevirapina, etravirina y rilpiravina.

La resistencia hallada para los farmacos del grupo de los
INTR se muestra en |a Figura 2B. Cabe resaltar que, de 18 pa-
cientes que presentaron resistenciaa INTR, solo 5 (27,8 %) de
ellos presentaron resistencia a tenofovir.

Las mutaciones mas frecuentes halladas para resistencia
a INTR fueron M41L (20,8 %), M184V (20,8 %) y T215E (16,7
%). La totalidad y frecuencia de las mutaciones asociadas
a resistencia de este grupo se encuentran en la Figura 3B.
De los 18 pacientes que presentaron resistencia a INTR, 2 de
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ellos mostraron resistencia a multidrogas. Uno de ellos pre-
sent6 2 mutaciones asociadas a timidina de tipo 1(M41L y
T215Y) junto con la mutacién M184V y el otro paciente pre-
sent6 la mutacién Q151M. La frecuencia hallada para esta
Gltima mutacién fue de un 0,3% en la poblacién evaluada.

En cuanto a los farmacos de primera generacién de este
grupo, 14 pacientes presentaron resistencia a zidovudina,
de los cuales el 92,9 % evidencid resistencia de forma con-
junta con estavudina. La mayoria de los pacientes presen-
taron alguna mutacién que genera resistencia en bloque,
siendo la mas prevalente la M41L, mientras que otros pre-
sentaron mutaciones que no generan resistencia en bloque.
En estos casos, la disminucién de la susceptibilidad a am-
bas drogas mencionadas estaba dada por combinacién de
mutaciones que, individualmente, confieren resistencia a
solo una de las dos drogas.

La distribucién de la resistencia hallada para cada far-
maco de la familia IP se muestra en la Figura 2C, mientras
que las mutaciones principales y accesorias asociadas a la
resistencia se muestra en las Figuras 3Cy 3D.

Discusion

Es muy importante poder realizar un reporte epidemiolé-
gico actualizado que permita conocer los niveles de RAVP en
la regién, dado que posibilita evaluar pautas terapéuticas.

En el presente estudio, del total de pacientes incluidos, 19,8
% presento resistencia primaria a alguno de los grupos far-
macoldgicos evaluados. Segun estos resultados, los niveles
de resistencia primaria son considerados elevados en nues-
tra poblacién, segun los criterios de la OMS, lo que refuerza
la conveniencia de solicitar el test de resistencia genotipico
alinicio del tratamiento antirretroviral.

En la busqueda bibliografica realizada no se encontraron
estudios regionales actualizados, con poblacién compara-
ble a la de este estudio, que posibiliten cotejar los niveles
obtenidos de RAVP total e individual para cada uno de los
grupos farmacoldgicos evaluados. En un estudio de Cecchi-
ni y col. realizado con datos de 91 pacientes de un centro
privado de Ciudad Auténoma de Buenos Aires en el periodo
de 2011 a 2013, se comunicd un porcentaje de RAVP de 12,
1%, lo cual corresponde a un nivel de resistencia moderada,
segun los criterios de las OMS.®

El estudio de McClung y col., publicado por la Universidad
de Oxford en el afio 2021 incluyd a 747 pacientes de 28 ju-
risdicciones de Estados Unidos con diagndstico reciente de
HIV entre 2014 y 2018 y reveld un porcentaje de RAVP de
18,9; lo cual corresponde a un nivel de resistencia eleva-
do.® Hace més de diez afios, los estudios revelaban que la
prevalencia de RAVP registrada en paises desarrollados era
mayor que en paises en vias de desarrollo.® Sin embargo,

Figura 3. Frecuencia absoluta de mutaciones asociadas a la resistencia a inhibidores de retrotranscriptasa e inhibidores

de proteasa.
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los resultados obtenidos en este estudio revelan niveles de
resistencia semejantes a los hallados en un pais desarro-
llado. Esto podria ser explicado por el aumento en el acceso
al TARV, con un consecuente incremento de los niveles de
RAVP en nuestra region.

En este estudio, el grupo farmacolégico que presenté
mayores niveles de RAVP fue el de los INNTR, lo cual puede
justificarse con base en la baja barrera genética de este
grupo. El grupo farmacoldgico con menores niveles de resis-
tencia primaria obtenida fue el de los IP, cuya barrera gené-
tica es més elevada que la de los INNTR y los INTR.10

A pesar de que la barrera genética para INTR e INNTR es
baja, los niveles de resistencia para el primer grupo farma-
colégico fueron muy inferiores a los de los registrados para
el segundo grupo.

En el estudio de McClung y col., el grupo farmacolégico
que presenté mayores niveles de resistencia antirretroviral
primaria fue el de los INNTR (12,0 %), mientras que los nive-
les de resistencia para los INTR e IP fueron inferiores (6,9
%y 4,2 %, respectivamente).® En un metaandlisis de Guo y
col., que incluyé literatura publicada entre 2008 y 2021, el
grupo farmacolégico que presenté mayores niveles de RAVP
también fue el de los INNTR (5,7 %), mientras que los niveles
de resistencia para los INTR e IP también fueron menores
(3,4 %y 3,3 %, respectivamente).’

Las mutaciones asociadas a resistencia para INTR, es-
pecialmente aquellas que reducen el fitness viral (como la
M184V]), tienden a desaparecer gradualmente. En un estu-
dio de cohortes realizado en el marco de |a Federacién Suiza
de SIDA, se hallé que las variantes minoritarias que poseian
la mutacién M184V se encontraban enun 2,5 % para pacien-
tes con infeccidn crénica y en un 8,2 % en pacientes con in-
feccion aguda y/o reciente.!! El método de secuenciacién
por Sanger empleado en este estudio no detecta aquellas
variantes presentes en menos de un 20,0 % de la poblacién
viral, con lo cual, los niveles de resistencia a INTR, podrian
encontrarse subestimados. Esta informacidn se conside-
ra sumamente relevante, ya que los consensos actuales
de HAART en nuestro pais recomiendan el uso de dos INTR
asociados a otro inhibidor de alta barrera genética, lo cual
podria llevar al fracaso terapéutico, si las variantes minori-
tarias no son detectadas.?

En este estudio se emple6 la base de datos de la OMS
para la evaluacién de las secuencias genotipicas entre
2015y 2017 yla base de datos de la Universidad de Stan-
ford para la evaluacion de las secuencias genotipicas entre
2018 y 2022. Previo al empleo de la base de datos de la
Universidad de Stanford. se realizé un estudio de correla-
cién donde se compararon las dos bases de datos con el fin
de evaluar las discrepancias entre ellas. El resultado de la
evaluacion arrojé un 98,2 % de concordancia clinica con lo
cual se considera que el empleo de las dos bases de datos
es apto para el analisis de las secuencias genotipicas. Por
otro lado, es importante mencionar que las bases de datos
se actualizan constantemente, lo cual se considera una li-

mitacién en estudios de tipo retrospectivo.

En este estudio, hallamos un 21,9 % de pacientes que
presentaron resistencia a mas de un grupo, siendo la resis-
tencia conjunta a INNTR e INTR la mds prevalente.

El grupo de drogas que evidencié mayor disminucién de
la susceptibilidad fue el de los INNTR. Nevirapina fue la dro-
ga que mostré niveles mas elevados de resistencia, mayo-
ritariamente combinada con resistencia a efavirenz, debido
a la presencia de mutaciones que confieren resistencia en
grupo, siendo las mas prevalente la K103N. Por otro lado, un
15,8 % de los pacientes con mutaciones asociadas a resis-
tencia a INNTR presenté disminucién de la susceptibilidad a
todas las drogas evaluadas de este grupo farmacolégico. Es
importante mencionar que la mutacién K103N no fue halla-
da en ninguno de estos 9 pacientes, a pesar de haber sido la
mutacién mas frecuente en pacientes de nuestra poblacién
con resistencia al grupo de los INNTR.

En el casode los INTR, el 77,8 % de los pacientes presen-
td resistencia a la zidovudina, la droga con mayores niveles
de resistencia en este grupo farmacolégico, seguida por la
estavudina, la cual presentd resistencia en el 72,2 % de los
pacientes. Lo anterior resulta esperable teniendo en cuenta
que la zidovudina fue una de las drogas mas ampliamente
empleadas en nuestro pais en los esquemas de tratamiento
de primera linea hace mas de diez afios.*® El empleo de zi-
dovudina induce mutaciones (como la M41L] que provocan
la pérdida de susceptibilidad a otros farmacos.? Teniendo
en cuenta que, en nuestra poblacién, la mutacién M41L es
una de las principales mutaciones asociadas a pérdida de
la susceptibilidad a INTR, resulta esperable que los niveles
deresistencia para estavudina sean similares a los hallados
para zidovudina.

El anélisis de mutaciones mostré que siete pacientes po-
seian mutaciones asociadas a timidina (TAM]. Cinco pacien-
tes presentaron la mutacién M4 1L (tipo TAM1]), un paciente
presentd la mutacion T215Y (tipo TAM1] y uno, la mutacion
K?70R (tipo TAM2). Por otro lado, dos pacientes presentaron
mutaciones que pueden generar multirresistencia. Uno de
ellos present6 la mutacién K2190Q y el otro, la Q151M. En
este Ultimo caso. el paciente también presentaba una mu-
tacion de tipo TAM 1 con lo cual tenia susceptibilidad dismi-
nuida a todas las drogas del grupo.

La RAVP a tenofovir fue muy baja (1,4 %) en la poblacion
evaluada, por lo que se destaca esta droga como alternativa
dentro del grupo de los INTR. Por otro lado, resulta intere-
sante resaltar que ninguno de los pacientes con resistencia
a tenofovir presenté la mutacién K65R.

En el casodelos IP, el farmaco que presentéd mayores ni-
veles de resistencia fue el nelfinavir. La disminucién de la
susceptibilidad a esta droga puede darse por acumulacion
de mutaciones o por la sola presencia de la mutacién D30N,
por lo que los niveles de resistencia suelen ser mayores con
respecto a las otras drogas que conforman el grupo.'* Sin
embargo, en este estudio, ninguno de los pacientes con re-
sistencia a nelfinavir presenté dicha mutacidn.
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La droga con menores niveles de RAVP dentro del grupo
fue darunavir, lo cual resulta l6gico, ya que es el farmaco
con mayor barrera genética dentro del grupo.t®

En una encuesta realizada al Servicio de Infectologia de
nuestra institucion, identificamos los farmacos analizados
en este estudio, que son habitualmente empleados como
terapia de primera linea, los cuales corresponden a lamivu-
dina, tenofovir, emtricitabina y darunavir. Dentro del grupo
de pacientes incluidos en este estudio, un 3,5 % presenté
RAVP a alguno de estos farmacos, lo cual corresponde a un
nivel de resistencia bajo. Debido a lo anterior, consideramos
que las guias de practica clinica empleadas actualmente en
nuestra institucién son adecuadas para los niveles de resis-
tencia que se registraron.

Finalmente, este estudio ha permitido conocer el perfil de
RAVP en pacientes naive en nuestra institucién identifican-
do las mutaciones mas frecuentes y su probable impacto
en la aparicién de resistencia. Estos resultados permitirian
optimizar y contribuir al desarrollo de futuras nuevas guias
clinicas para el HAART en nuestro establecimiento.
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Resumen

Introduccién: El sindrome es una entidad caracterizada por trombosis y abortos recurrentes, asociada
a titulos altos de anticuerpos antifosfolipidicos. Estos pueden surgir de manera transitoria en pacientes
con enfermedad critica e infecciones, incluyendo la COVID-19. Objetivos: Determinar los niveles de anti-
cuerpos antifosfolipidicos y su asociacion con parametros de laboratorio en pacientes internados con
diagnéstico de COVID-19. Materiales y métodos: Se realizé en el Nuevo Hospital San Roque un estudio
analitico, prospectivo, correlacional y transversal de pacientes de género masculino y femenino mayo-
res de 18 afios, internados con diagnéstico de COVID-19 entre agosto de 2021 y agosto de 2022. Los
niveles de anticuerpos antifosfolipidicos se determinaron con un kit comercial. Resultados: Para IgM an-
ticardiolipinas, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes control
ycaso, pero si, para IgM anti-f2-glicoproteina-l e IgG anticardiolipinas y anti-f2-glicoproteina-l. En cuanto
al andlisis de los anticuerpos antifosfolipidicos “no-criterio”, se observaron diferencias estadisticamen-
te significativas con respecto a IgM e IgG anticardiolipinas e IgM anti-f2-glicoproteina-I, pero no, para
IgG anti-f2-glicoproteina-l. Al analizar el comportamiento a distintos intervalos de tiempo, se observa-
ron diferencias estadisticamente significativas para IgM anticardiolipinas e IgM anti-f2-glicoproteina-I.
Conclusiones: Los pacientes con COVID-19 presentan mayores niveles de anticuerpos antifosfolipidicos
respecto de pacientes sin la afeccion.

Palabras clave: COVID-19; SARS-CoV-2; sindrome antifosfolipidico; anticuerpos antifosfolipidicos “no-criterio”.
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Introduction: Antiphospholipid Syndrome is a condition characterized by thrombosis and recurrent abor-
tions associated with high titers of antiphospholipid antibodies. These may arise transiently in patients
with critical iliness and infections, including COVID-19. Objectives: To determine the levels of antiphos-
pholipid antibodies and their association with laboratory parameters in hospitalized patients with COV-
ID-19 diagnosis. Materials and methods: Analytical, prospective, correlational, and cross-sectional study
of male and female patients over 18 years of age, hospitalized with COVID-19 diagnosis at Nuevo Hospital
San Roque (Cdrdoba, Argentina) between August 2021 and August 2022. Antiphospholipid antibody lev-
els were determined with a commercial kit. Results: No statistically significant differences were observed
between the control and case patients for anti-cardiolipin IgM, whereas significant differences were ob-
served for anti-f2-glycoprotein-l IgM, and anti-cardiolipin and anti-f2-glycoprotein-| IgG. Regarding the
analysis of “non-criteria” antiphospholipid antibodies, statistically significant differences were observed
for anti-cardiolipin IgM and IgG, and anti-$2-glycoprotein-l IgM, but not for anti-52-glycoprotein-I 1gG. When
analyzing the behavior at different time intervals, statistically significant differences were observed for
anti-cardiolipin and anti-f2-glycoprotein-I IgM. Conclusions: Patients with COVID-19 have higher levels of
antiphospholipid antibodies than patients without the condition.

Key words: COVID-19; SARS-CoV-2; Antiphospholipid syndrome; “Non-criteria” antiphospholipid antibodies.
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Introduccién

El sindrome antifosfolipidico (SAF) es una enfermedad
autoinmune de etiologia desconocida, que es el resultado
de la interaccion entre factores ambientales, hormonales
y genéticos. Actualmente, el SAF se define como la entidad
clinica que se asocia con la presencia de eventos trombé-
ticos (arteriales y/o venosos], abortos recurrentes, livedo
reticularis, trombocitopenia, anemia hemolitica y alteracio-
nes neurolégicas con titulos altos de anticuerpos antifosfo-
lipidicos (aFL) circulantes®.

Los aFL son una familia heterogénea de inmunoglobu-
linas que reconocen diferentes factores o componentes
proteicos (por ejemplo, anexina V, protrombina, proteina C,
proteina S, entre otros). De acuerdo con los nuevos criterios
de clasificacién desarrollados por el Colegio Americano de
Reumatologia junto con la Alianza Europea de Asociaciones
de Reumatologia en el afio 2023, la clasificacién de SAF re-
quiere una puntuacién minima de 3 respecto de dominios
clinicos (macrovascular venoso, macrovascular arterial,
microvascular, obstétrico, cardiaco y hematolégico) junto
con una puntuacién minima de 3 respecto de dominios
de laboratorio. Estos ultimos incluyen la presencia de anti-
coagulante lupico (AL) positivo y/o la presencia de titulos
moderados (40 a 79 unidades) a altos (>80 unidades]) de
anticuerpos lgM/IgG anticardiolipinas (aCL) y/o anticuerpos
IgM/1gG anti-f#2-glicoproteina-l (aff2GPl), en dos o mas oca-
siones, luego de 12 semanas entre cada determinacion®-2.
Al dia de hoy, en la practica clinica, existe una proporcién de
pacientes con manifestaciones clinicas tipicas, altamente
sugestivas de SAF, pero que permanecen persistentemente
negativos para aFL, incluidos en los criterios actuales.

Estos pacientes han sido denominamos SAF seronegati-
vos [SAFSN)34.

Los pacientes SAFSN, al igual que aquellos pacientes cl3-
sicos, presentan un mayor riesgo de eventos trombéticos y
de complicaciones obstétricas. Estos eventos pueden ocu-
rrir durante el curso natural de la enfermedad y, en casos
raros, pueden resultar en un estado trombético que condu-
ce a una disfuncién multiorganica conocida como sindrome
antifosfolipidico catastrdfico (SAFC). La identificacién de
estos pacientes, manteniendo un seguimiento regular y
proporcionando medicacidn terapéutica o preventiva, sigue
siendo un desafio®.

La identificacién, deteccién y la comprensién de los me-
canismos del SAF han evolucionado con el desarrollo de en-
sayos que permiten la deteccién de aFL “no-criterio”. Dentro
de estos, se incluyen los anticuerpos IgM/IgG antifosfati-
dilserina (aFS), anticuerpos IgM/IgG antifosfatidilinositol
(aFl) y anticuerpos 1gM/IgG anti-acido fosfatidico (aAF),
entre otros®.

El SAF puede manifestarse de manera aislada, sin ningu-
na otra condicién asociada (SAF primario) o en el contexto
de otra enfermedad de base, particularmente autoinmune,
siendo la principal asociacidn con lupus eritematoso sis-
témico (LES) (SAF secundario). Las diferencias entre SAF
primario y secundario fueron consideradas en diversos re-
portes e involucran caracteristicas clinicas y de laboratorio,
y aspectos genéticos e histolégicos. A pesar de que las prin-
cipales manifestaciones clinicas y las caracteristicas bio-
I6gicas son similares en ambos tipos, corresponden a dos
entidades diferentes con caracteristicas especificas para
cada uno®”.

Tabla I. Resultados de IgM/IgG aCL e IgM/IgG aff2GPI segln tipo de paciente.

Control Caso
Variable Categorias
N % N %
Negativo (<10 MPL-U/mL] 21 100% 46 96%
lgM aCL
Positivo (=10 MPL-U/mL) 0 0% 2 4%
Negativo (<10 GPL-U/mL) 21 100% 43 90%
g6 aCL N
Positivo (=10 GPL-U/mL) 0 0% 5 10%
Negativo (<5 U/mL] 21 100% 33 69%
IgM a52GPI Borderline (5-8 U/mL) 0 0% 12 25%
Positivo (>8 U/mL]) 0 0% 3 6%
Negativo (<5 U/mL]) 20 95% 41 85%
1gG af2GPI Borderline (5-8 U/mL) 1 5% 5 10%
Positivo (>8 U/mL] 0 0% 2 5%

» af2GPI: anticuerpos anti-f2-glicoproteina I; aCL: anticuerpos anticardiolipinas; GPL: fosfolipidos IgG; IgG: inmunoglobulina G; IgM: inmuno-

globulina M; MPL: fosfolipidos IgM.
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En afios recientes, los aFL y su cuadro clinico asociado
han sido reconocidos gradualmente en diversas enferme-
dades autoinmunes y no autoinmunes. El vinculo entre
los aFL y las trombosis venosas y/o arteriales recurrentes
se ha analizado en numerosos estudios retrospectivos y
prospectivos y, al parecer, tienen una funcién importante
y directa en la patogénesis del estado trombofilico en el
mencionado sindrome®. Estos anticuerpos pueden surgir
de manera transitoria en pacientes con enfermedad critica
y en diversas infecciones. Su presencia de rara vez condu-
ce a eventos que son dificiles de diferenciar de otras cau-
sas de trombosis multifocal en pacientes criticos, como la
coagulacion intravascular diseminada (CID), la tromboci-
topenia inducida por heparina y la microangiopatia trom-
bética®. Estéd bien documentado que diversos virus pueden
gatillar una respuesta autoinmune, fenédmeno que incluye
tanto la produccién de autoanticuerpos como el desarrollo
de enfermedades autoinmunes. Entre ellos, la infeccién por
el coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio
agudo (SARS-CoV-2] podria actuar de manera similar, dada
la tendencia de los pacientes con COVID-19 a desarrollar
diversos tipos de autoanticuerpos'?. Los pacientes con CO-
VID-19 presentan alteraciones en diversos parametros de
coagulacion, que se correlacionan con la severidad de la en-
fermedad. Las primeras descripciones de la coagulopatia de
esta enfermedad la identificaban como una CID. Sin embar-
go, la mayoria de los pacientes presentan niveles normales
de factores de coagulacién, fibrinégeno, y plaquetas, lo que
sugiere que la COVID-19 induce un estado protrombético
Unico que difiere de las descripciones tradicionales de una
coagulopatia inducida por sepsist’. Actualmente, hay un in-
cremento en el reporte de aFL en pacientes con COVID-19 y
su posible asociacidn con las manifestaciones trombdticas
(arteriales y/o venosas)'2. La correlacion entre los aFL y los
eventos trombdticos en pacientes con coronavirus es con-

trovertida, lo que indica una clara necesidad de caracterizar
la relevancia clinica de estos anticuerpos y la asociacion a
una respuesta autoinmune ligada a la generacién de estos.

El objetivo general del estudio fue determinar los niveles
de aFL y su asociacién con parametros de laboratorio en pa-
cientes con COVID-19 internados en el Nuevo Hospital San
Roque en el periodo comprendido entre agosto de 2021 y
agosto de 2022; y los objetivos especificos: describir los pa-
rametros de laboratorio de rutina en pacientes con COVID-19
y analizar la relacién entre los niveles de aFL y parametros
de laboratorio de rutina.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio analitico, prospectivo, correlacional
y de corte transversal en el Servicio Bioquimico del Nuevo
Hospital San Roque de la ciudad de Cérdoba.

Universo

Pacientes internados con diagndstico de COVID-19 con-
firmado por técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) o test rapido de antigeno SARS-CoV-2.

Muestra

Se estudiaron pacientes con diagndstico de COVID-19,
hospitalizados en el periodo comprendido entre agosto de
2021 y agosto de 2022 en el Nuevo Hospital San Roque.
Se recolectaron 2 muestras de suero por paciente en dis-
tintos intervalos de tiempo: dia 0-1 y entre el dia 5-7 de
internacion, obtenidas por venopuncién y conservadas a
-20 C° hasta el momento de su utilizacién. Se incluyeron
pacientes sin diagnéstico de COVID-19, hospitalizados
en el nosocomio durante el mismo periodo y selecciona-
dos como poblacién normal, de los cuales se recolecté 1
muestra de suero al dia 0-1 de internacién bajo las mis-
mas condiciones.

Tabla Il. Valores de IgM/IgG aCL e IgM/IgG aff2GPI de 9 pacientes caso positivos.

Pacientes caso IgM aCL (MPL-U/mL) [GngLGS/Cnl;L] IgM a8GPI (U/mL) lgG afGPI (U/mL)
1 11 Is 12 5
2 2 3 2 15
3 1 14 2 24
4 3 11 2 4
5 2 13 3 3
6 4 14 5 2
/ 3 11 4 3
8 11 11 2
9 9 4 12 4

» af2GPI: anticuerpos anti-f2-glicoproteina I; aCL: anticuerpos anticardiolipinas; GPL: fosfolipidos IgG; IgG: inmunoglobulina G; IgM: inmunoglobulina M;

MPL: fosfolipidos IgM.
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Figura 1. Distribucién por edad y género para pacientes “control”.
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Criterios de inclusion

Pacientes de género masculino y femenino, mayores de
18 afios, internados en Sala Comun (SC) y Unidad de Terapia
Intensiva (UTI) en el Nuevo Hospital San Roque, con diag-
néstico de COVID-19 confirmado por PCR o test rapido de
antigeno SARS-CoV-2, que firmaron el formulario de consen-
timiento informado, aprobado por el Comité de Etica.

Criterios de exclusion
Pacientes con enfermedad autoinmune de base, sin CO-
VID-19 y menores de 18 afios.

Variables

Edad, género, concentracion de aFL, recuento de leucoci-
tos, plaquetas, y medicion de tiempo de protrombina (APP)
y tiempo de tromboplastina parcial activada (KPTT).

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

El estudio se llevd a cabo en el Servicio Bioquimico, Seccién In-
munologia del Nuevo Hospital San Roque de la ciudad de Cérdoba.
Del total de pacientes que ingresaron al nosocomio, se selecciona-
ron aquellos que cumplian con los criterios de inclusion propuestos.

Para la recoleccién de datos de los pacientes se utilizaron los
programas THARSIS-IT® y Nobilis Wiener Lab®. Se recabd informa-
cién de resultados de parametros de laboratorio de interés aso-
ciados a la infeccidn por SARS-CoV-2 y, en cuanto a datos socio-
demograficos, solo se recabaron edad y sexo biolégico. Una vez
obtenida toda la informacién, la misma se registrd en una planilla
de Microsoft Excel versién 365. Posteriormente, los datos se proce-

saron entablas y se realizaron los graficos pertinentes empleando
el programa estadistico InfoStat®.

Plan de anélisis de datos

Los datos cualitativos se describieron utilizando frecuencias
absolutas [n) yrelativas (%).

Para la asociacion entre las variables, se realizaron test de
Chi cuadrado. Para las variables cuantitativas, se analizé la dis-
tribucién de las mismas mediante pruebas de Shapiro - Wilk y
prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov. Se utilizaron como
medidas descriptivas media y desvio estandar. Para comparar
entre grupos, se utilizaron test de Wilcoxon.

Para analizar asociaciones entre variables cuantitativas, se
realizaron test de correlacién de Spearman. Se utilizaron grafi-
cos de dispersion y graficos box-plot para las variables cuantita-
tivas. Enlos gréficos de dispersion, se incluyeron los resultados
de rho de Spearman y p-valor para la correlacién graficada. En
los gréficos de box-plot, el borde superior de |a caja representa el
tercer cuartil percentil 0,75), y el borde inferior, el primer cuartil
[percentil 0,25);lalineadentrodela cajaeslamedianayelpun-
to dentro de la caja representa la media. Los bigotes represen-
tan los percentiles 0,05 y 0,95. Los valores considerados como
extremos se muestran como puntos por fuera de los extremos
de los bigotes.

Se consider¢ estadisticamente significativo un p-valor <
0,05. En los gréficos de box-plot, estas diferencias se presen-
taron con asteriscos (en caso de que hubiese diferencias entre
dos grupos). Se utiliz6 Excel e InfoStat como softwares estadis-
ticos para la carga y el andlisis de los datos.

ByPC sep-dic 2024; 88(3):46-59 // ISSN-e 2684-0359



m Ramos y col. Determinacidn de los niveles de anticuerpos antifosfolipidicos en pacientes con COVID-19.

Figura 2. Distribucién por edad y género para pacientes “caso”.

FRECUENCIA
PN s

—

GII‘ ‘I

25-20 30-34 35-39 40-44 45-49 50-

BEMASCULINOD
FEMENING

54 55-59 60-64 65-69 TO-T4 75-79 B0-34
EDAD

Procedimientos del estudio

Se obtuvieron por venopuncién muestras de 5 mL de san-
gre, en tubos BD Vacutainer®, a las que se dej6 coagular a tem-
peratura ambiente, y se centrifugaron a 3500 revoluciones por
minuto (RPM] durante 10 minutos. En el suero obtenido, se
determinaron los aFL por el ensayo de inmunoabsorcién ligado
aenzima (ELISA).

Se realiz6 la determinacion de los aFL (lgG/IgM aCL, lgG/
lgM af32GPl, 1gG/IgM aFs, 1gG/IgM aFl, IgG/IgM aAF) con un kit
comercial (Orgentec®), basado en antigenos adsorbidos en la
superficie de los pocillos de una microplaca. Se incubaron las
muestras diluidas (dilucion 1/100) de los pacientes, el con-
trol Positivo (+), el control Negativo (-] y los calibradores en
los pocillos correspondientes. A continuacién, se incubaron
con anticuerpos anti-lgb humana conjugados con peroxidasa.
Finalmente, se anadid el sustrato 3,3, 5,5 -tetrametilbencidi-
na (TMB] en presencia de perdxido de hidrégeno (H202), que,
al ser degradado por la peroxidasa, dio lugar a un producto de
color azul. Luego, la reaccién enzimatica se detuvo con una so-
lucién de &cido sulfarico (H2S04), y la formacién de producto
amarillo se midié a 450nm en un lector de ELISA (Mindray MR-
96A — Bioars®). La concentracién de anticuerpos en la muestra
fue proporcional a la absorbancia del producto de la reaccion.

Los resultados de laboratorio de rutina que acompafan este
trabajo se obtuvieron de las dreas de Hematologia y Hemosta-
sia de nuestra institucidn. Para el recuento de leucocitos, se
utilizé el contador hematolégico Sysmex® XN-1000 y, en el
caso de las pruebas de coagulacion, se utilizd el analizador STA
Compact Max de STAGO®.

Consideraciones éticas

El proyecto fue aprobado por la Comisién de Investigacién
de Capacitacién y Docencia del Nuevo Hospital San Roque. El
mismo cuenta con un procedimiento de consentimiento in-
formado, aprabado por el CIEIS “Comité Institucional de Etica
de la Investigacion del Nifio y el Adulto, Polo Hospitalario”.

Recursos materiales

Kit comercial Orgentec® para la determinacion de IgM/1gG
aCL, 1gM/1gG aff2GPI, IgM/1gG aFS, IgM/1gG aFl, e IgM/1gG aAF,
provisto por el Ministerio de Salud de la Provincia de Cérdo-
ba; lector de ELISA Mindray MR-96A — Bioars®, provisto por
el Ministerio de Salud de la Provincia de Cérdoba; contador
hematolégico Sysmex® XN-1000, provisto por el Ministerio
de Salud de la Provincia de Cérdoba; coagulémetro STA Com-
pact Max de STAGQ®, provisto por el Ministerio de Salud de la
Provincia de Cérdoba y computadora portatil, propiedad del
investigador.

Resultados
Comparacion de los niveles de aFL entre pacientes con CO-
VID-19 y pacientes control

Se analizaron los datos de 48 pacientes internados con
diagnéstico de COVID-19 (pacientes caso) y de 21 pacien-
tes considerados como controles sanos (pacientes con-
trol). La edad media y desviacion estandar de los pacientes
caso y control fue de 55,75 + 13,37 y 49,62 + 16,36 afios,
respectivamente. En las Figuras 1 y 2, se puede observar
la distribucién por edad y género para los pacientes caso
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Figura 3. Diagrama de cajas segun valores observados para pacientes caso y control .
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y control, respectivamente. En los pacientes control, se
midieron los niveles de IgM e IgG tanto para aCL como para
aff2GPl y se compararon con los valores obtenidos de los
pacientes caso. Enla Figura 3, se pueden observar los resul-
tados de estas comparaciones.

Para IgM aCL (Figura 3A), no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, a pe-
sar de que los pacientes caso tuvieron un promedio de con-
centracién mas elevado que los controles 3,35 + 2,25 MPL-
U/mLy 2,43 £ 1,16 MPL-U/mL, respectivamente) (p-valor:
0,1335).

IgM a32GP!I e 1gG (tanto aCL como af2GPI) mostraron di-
ferencias estadisticamente significativas entre pacientes
casos y controles (Figuras 3B, 3C y 3D) (p-valor < 0,0001
para las tres comparaciones]. IgM afi2GPI, en pacientes
control, tuvo una concentracién promedio de 1,71 + 0,90 U/
mL, mientras que, en los pacientes caso, el promedio fue de
4,00 + 2,57 U/mL (con valores maximos de 4 U/mL ylz2u/
mL, respectivamente].

Al medir 1gG aCL, en pacientes control, el promedio ob-
servado fue de 2,19 + 1,25 GPL-U/mL [méximo = 5 GPL-U/
mL] y, en los pacientes caso, el promedio fue de 5,17 + 3,26
GPL-U/mL (maximo = 14 GPL-U/mL]. En IgG aff2GPI, los pro-

medios fueron de 1,62 + 1,24 U/mL (maximo = 6 U/mL) y
de 3,50 + 3,75 U/mL (maximo = 24 U/mL] para pacientes
control y pacientes caso, respectivamente.

De acuerdo con los puntos de corte determinados por
el fabricante, de cada uno de los kits de deteccidn, se cla-
sificaron los valores observados para las cuatro variables
analizadas en positivo, negativo o valores borderline, y se
observé cudles fueron los resultados para pacientes control
y pacientes caso (Tabla I]. Del total de 48 pacientes caso,
solo 9 (18,8%) arrojaron resultados positivos, con una tasa
de simple positivo de 66,7% (6 pacientes] y una tasa de do-
ble positivo de 33,3% (3 pacientes]. Sin embargo, ninguno
de ellos superd los valores diagndsticos (240 titulos) tanto
para lgM/IgG aCL como para IgM/IgG af2GPI. Enla Tabla ll, se
puede observar el valor de los resultados de los 9 pacientes
caso positivos. En los pacientes control, los resultados para
los cuatro parametros fueron en el 100% de los casos ne-
gativos (excepto para IgG aff2GPI, en donde se observé un
paciente con resultado borderline]. En los pacientes caso,
para IgM aCL, se detecté un 4% de pacientes positivos; en
IgG aCL, un 10% de positivos; en IgM aff2GPI, un 6% de posi-
tivos y un 25% borderline, y en IgG af2GPI, un 4% de positi-
vos y un 10% de resultados borderline. Las diferencias solo
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Tabla lll. Valores promedio de IgM/IgG aCL e IgM/IgG aff2GPI segln el tiempo de medicién en los pacientes.

Variable Media D.E Min Max p-valor
IgM aCL (0 — 1) (MPL-U/mL) 3,31 2,04 1 11 0.0156
lgM aCL (5 — 7) (MPL-U/mL) 4,43 3,12 2 16 ’
IgG aCL (0 — 1] (GPL-U/mL) 5,51 3,55 1 14 07255
lgG aCL (5 —7) (GPL-U/mL) 4,77 2,57 2 13 ’
lgM af52GPI (0 — 1] (U/mL] 3,94 2,35 2 12 0.0150
IlgM a82GPI (5 — 7] (U/mL) 3,26 2,98 1 17 '
lgG aff2GPI (0 — 1) (U/mL) 3,74 4,30 1 24 00556
lgG aff2GPI (5 — 7] (U/mL) 3,91 7,68 1 39

» aff2GPI: anticuerpos anti-f2-glicoproteina |; aCL: anticuerpos anticardiolipinas; D.E.: desviacion estandar; GPL: fosfolipidos IgG; IgG: inmunoglobulina G;
IgM: inmunoglobulina M; Min: valor minimo; Max: valor maximo; MPL: fosfolipidos IgM.

fueron estadisticamente significativas para IgM aff2GPl; los
restantes tres parametros no tuvieron asociaciones signifi-
cativas entre el tipo de paciente y el resultado categorizado
observado.

Relacidn entre los niveles de aFL y parametros de labora-
torio de rutina

Se analizd la correlacion entre los aFL y los valores de he-
mostasia -hematologia. En la Figura 4 se pueden observar
las correlaciones entre los valores de IgM aCL y las cinco
variables de hemostasia - hematologia. Las asociaciones
entre todos los parametros fueron no significativas, y los
datos tuvieron una alta dispersién que no permitié detectar
una relacion entre las distintas duplas analizadas.

Al'igual que con las correlaciones anteriores, las asocia-
ciones entre IgG aCL y las variables de hemostasia - hema-
tologia (Figura 5) tampoco fueron estadisticamente signi-
ficativas, y se observé una gran dispersién de datos. Estos
patrones se repitieron para IgM aff2GPI (Figura 6] e IgG
afi2GPI (Figura 7).

Relacidon entre aFL convencionales y aFL “no-criterio”

Para establecer la asociacién entre los aFL incluidos den-
tro de los criterios de clasificacidn actuales y los aFL “no-cri-
terio” se analizaron los datos de 40 de los 48 pacientes in-
ternados con COVID-19 y se compararon los valores de IgM/
IgG aCL e IgM/IgG aff2GPI con cada uno de los valores obteni-
dos para IgM/IgG aAF, IgM/IgG aFS e IgM/IgG aFl. En la Figura
8, se pueden observar los resultados de estas comparacio-
nes. De acuerdo con los puntos de corte determinados por
el fabricante, solo 1 paciente presentd valores de IgM aAF
por encima del corte (11 MPL-U/mL}, 2 presentaron valores
de IgM aFl por encima del corte (11 MPL-U/mL y 12 MPL-U/
mL, respectivamente) y 2, valores de |gG aFl por encima del
corte (10 GPL-U/mL y 58 GPL-U/mL, respectivamente). El
resto de los pacientes presenté valores por debajo del corte.

Para IgM e lIgG aCL, las diferencias fueron estadistica-

mente significativas con respecto a IgM aAF (Figura 8A)
(p-valor: 0,0002); IgG aAF (Figura 8B]) (p-valor < 0,0001);
IgM aFS (Figura 8C) (p-valor: 0,0001); IgG aFS (Figura 8D)
(p-valor: 0,0001); IgM aFl (Figura 8E] (p-valor: 0,015]) e 1gG
aFl (Figura 8F) (p-valor < 0,0001), con un promedio mas
elevado que los aFL “no-criterio” (3,58 + 2,40 MPL-U/mL y
5,73+ 3,28 GPL-U/mL vs. 2,18 + 1,89 MPL-U/mL y 2.88
2,02 GPL-U/mL; 2,08 + 1,72 MPL-U/mLy 3,33 + 1,85 GPL-U/
mL,y 2,53 + 2,57 MPL-U/mL y 4,45 + 8,96 GPL-U/mL, res-
pectivamente).

En cuanto a IgM afi2GPI, las diferencias también fueron
estadisticamente significativas con respecto a IgM aAF, IgM
aFS, e IgM aF| (Figuras 8G-1) (p-valor < 0,0001 para todos
los casos]. Los valores promedio (4,18 + 2,76 U/mL) tam-
bién fueron mayores en comparacién con los aFL “no-cri-
terio”. Por otro lado, al medir IgG aff2GPI, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas con respecto a
|gG aAF (Figura 8J) (p-valor: 0,2326), IgG aFS (Figura 8K])
(p-valor: 0,6519) e IgG aFl (Figura 8L) (p-valor: 0,4673).

Comportamiento de los aFL a distintos intervalos de tiempo

Se compararon los valores de los pardmetros de inmuno-
globulinas en 35 pacientes, a quienes se les pudo realizar el
seguimiento, para analizar cémo evolucionaron los valores
de laboratorio. En la Tabla Il, se pueden observar los valo-
res promedio y valores de dispersién asociados a cada uno
en los distintos tiempos. Los valores de IgM aCL presenta-
ron diferencias estadisticamente significativas [(p-valor:
0,0156). Se observé una mediade 3,31 + 2,04 MPL-U/mL en
la primera medicién, y ese valor promedio aumentd a 4,43 +
3,12 MPL-U/mL en la segunda medicién. Por el contrario, en
los valores de IgM aff2GPI, se observé un descenso estadis-
ticamente significativo en el promedio al comparar las dos
mediciones: de 3,94 + 3,26 U/mL, los pacientes pasaron a
un promedio de 3,26 + 2,98 U/mL en la segunda medicién
(p-valor: 0,0150]).

Para los valores de IgG aCL, también se observé un des-
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Figura 4. Correlaciones de anticuerpos IgM anticardiolipinas .
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MPL, fosfolipidos IgM; N/L, neutréfilo/linfocito.

censo en el valor promedio (5,51 + 3,55 GPL-U/mLy 4,77 +
2,57 GPL-U/mL respectivamente], mientras que los valores
de 1gG af2GPl aumentaron en la segunda medicién (de 3,74
+4,30 U/mL a 3,91 + 7,68 U/mL, respectivamente]. En es-
tos casos, las diferencias observadas no fueron estadistica-
mente significativas.

Discusion

Estd documentado que la presencia de aFL en el contex-
to de la COVID-19 puede ser un fenédmeno secundario a la
infeccién. La presencia de estos anticuerpos por si solos no
es suficiente para provocar un evento trombético, sino que
se necesita de una actividad inflamatoria intensa como la

de la COVID-19°.

De acuerdo con el trabajo de Espinoza y colaboradores®,
los posibles mecanismos patogénicos de los aFL se pueden
agrupar de manera general en los que causan: 1] efecto so-
bre los mecanismos procoagulantes y anticoagulantes que
se llevan a cabo en las membranas de algunas células y 2)
activacién de células blanco e induccién de la expresién y
secrecion de diversas moléculas. Sin embargo, dada la he-
terogeneidad de las manifestaciones clinicas, es probable
que mas de un mecanismo fisiopatolégico participe en el
desarrollo de la enfermedad®.

Se ha observado una prevalencia inusualmente eleva-
da de eventos tromboembdlicos durante el curso de la CO-
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Figura 5. Correlaciones de anticuerpos lgG anticardiolipinas.
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VID-19. Mientras que los mecanismos involucrados en el  tudios identificaron de manera inesperada una alta inciden-
estado hipercoagulable que pueden llevar a una coagulopa-  ciade aFL en pacientes con COVID-19'>'?internados en UTI'8,
tfa en pacientes con COVID-19 permanecen sin ser del todo  con una tasa acumulada de 27,6% dentro de las primeras 24
claros, ha sido reportado un incremento en la prevalencia  horas de admisién al nosocomio®. Ademas, las autopsias
de aFL en estos pacientes por diversos grupos de investi- revelaron trombosis venosas profundas hasta en un 58% de
gacién. Esto es importante dado que la presencia de aFL  pacientes con COVID-19 severa en los que no se sospechaba
puede resultar en anormalidades que incluyen prolongacién  previamente de tromboembolismo venoso?’.
de los tiempos de coagulacién y/o manifestaciones clinicas Enuna serie de 21 pacientes hospitalizados en UTl con CO-
que van desde trombocitopenia hasta un SAF, en donde el  VID-19 severa o critico, 67% de ellos presentaba positividad
estado protrombético adquirido generado por los aFL es el para al menos uno de los aFL: 25% presentaba doble positivi-
responsable de un incremento significativo en el riesgo de  dad y 8%, triple positividad (AL, aCL, y af2GPI]. IgM aCL esta-
trombosis venosa, arterial, y microvascularl4, ba presente en el 14% de los pacientes e IgG aCL, en el 10%21,
En el caso de la infeccidn por SARS-CoV-2, los primeros es-  En otra investigacién con 31 pacientes con COVID-19 en UTI,
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Figura 6. Correlaciones de anticuerpos IgM anti-$2-glicoproteina-|.

o
26 o . p=-0,09 . p=0,02
2 ., @ p-valor: 0,55 88! . p-valor: 0,91
° . ¢ ?«D
B i, . g -
- [ ] ] [
< s ' l gt “ ~ § s . .
= ™ 44 s .
e © e L}
2 s E 0K
22
‘.
0- - - . 0 2 4 6 8 10 12 14
0 2 4 3 8 10 12 14
E 18000, . p= Uin |E| 72 . p:.[:,22014|E|
bt L] -valor: 0,48 p-valor: 0,
IR . P 60
a ® b d 48
:‘% 10800 . ‘ ¢ ° E
S T g
g 0 ot . g
2 18’ . = 2 e °
€ 0 " . ¢ ¢ R o * e ° ¢
g ° . Stri—
F‘d ol 2 § § _ § § 0 Y i & g ™
0 2 4 [ 8 10 12 14 0 2 4 3 8 10 12 14
IgM aB2GPI (U/mL) IgM aB2GPI (U/mL)
e o
g, . p=0,01
% 368 o ° p-valor: 0,95
O ) 5
S 27 8.
E 184 H * . L -
) ° e ® o
g-' 92 . ; L ‘
) [ ]
=N o .
0 4 7 11 14
IgM aB2GPI (U/mL)

» Correlacion de IgM ai2GPI con: A) APP; B) KPTT; C) Recuento de leucocitos; D) Relacion N/L; y E) Recuento de plaquetas; aCL, anticuerpos anticardio-
lipinas; APP, tiempo de Protrombina; GPL, fosfolipidos IgG; IgG, inmunoglobulina G; IgM, inmunoglobulina M; KPTT, tiempo de tromboplastina parcial

activada; MPL, fosfolipidos IgM; N/L, neutréfilo/linfocito.

7 de 9 pacientes con manifestaciones trombdticas presen-
taban al menos 1 aFL, y 16 de 22 pacientes sin trombosis
también presentaban positividad para estos??. Otro estudio
demostré la presencia de aFL en el 52% de 172 pacientes
hospitalizados con COVID-19 e incluyé 23% de 1gM aCL, 24%
de IgM antifosfatidilserina/protrombina (aFS/PT), y 18% de
lgG aFS/PT 3El hallazgo de que otro trabajo encontrd alre-
dedor del 12% de prevalencia de IgM/IgG aCL e 1gG af2GPI?3
indica la variabilidad que existe entre cohortes de pacientes
ylugares donde se realiza la determinacion.

Con base enlos resultados de este estudio, encontramos
una baja prevalencia de aFL en la cohorte de pacientes es-
tudiados (4% IgM aCL, 5% IgG aCL, 6% IgM aff2GPI y 4% 1gG
afi2GPl), lo que condice con la gran variabilidad existente

entre la poblacién de estudio y el lugar donde se lleva a
cabo el analisis. La principal diferencia puede deberse a que
la mayoria de los casos estudiados en la literatura corres-
ponden a pacientes criticos o con enfermedad muy severa,
mientras que los pacientes analizados en nuestro trabajo
son, en su mayoria, pacientes con enfermedad leve a mo-
derada.

En otro estudio con pacientes con COVID-19 sin enferme-
dad critica (por ejemplo, sin ingreso a UTI), la presencia de
aFL fue un hallazgo comun, con una prevalenciade lgM e IgG
aff2GPl de 8,7% y 2,9%, respectivamente24. Esto correspon-
de aresultados similares a los obtenidos en nuestro trabajo
con una poblacidn similar.

De acuerdo con los resultados obtenidos, observamos
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Figura 7. Correlaciones de anticuerpos IgG anti-f2-glicoproteina-I.

: B

22 p=-0,01 p=0,09
p-valor: 0,92 8 p-valor: 0,56
P 5
o )
o 5 TEE— 0 O n %
o r—u
PR L 44]
3, ?
22{
4
0 4 9 13 17 22 26 0 4 9 13 17 22 26
IgG aB2GPI (U/mL) IgG aB2GPI (U/mL)
3 18000 72 IE
::: p=-0,19 p=-0,26
9 15000 p-valor: 0,21 60 p-valor: 0,07
2 =
7]
g 12000+ > 48
& 000 :g 36
2 3]
&
L so00 T 24
. 3000 2 12
g T re
m n. - . ” " - - a. 4 g - . y 4
0 4 9 13 17 22 26 0 4 7 11 15 19 22 26
IgG aB2GPI (U/mL) IgG aB2GPI (U/mL)
- o
=)
g p=-0,02
g 345 p-valor: 0,87
=
—
w230
M
4]
g \
B o11s
=9
0. -r -
0 5 10 16 24 26
IgG aB2GPI (U/mL)

» Correlacion de IgG af2GPI con: A) APP; B) KPTT; C) Recuento de leucocitos; D) Relacién N/L; y E) Recuento de plaquetas; aCL, anticuerpos anticard
iolipinas; APP, tiempo de Protrombina; GPL, fosfolipidos IgG; IgG, inmunoglobulina G; IgM, inmunoglobulina M; KPTT, tiempo de tromboplastina parcial

activada; MPL, fosfolipidos IgM; N/L, neutréfilo/linfocito.

que no existe relacion entre los aFL convencionales (IgM/
lgG aCL e 1gM/IgG aff2GPI) y parametros de laboratorio de
rutina, tales como tiempo de protrombina (APP), tiempo de
tromboplastina parcial activada (KPTT), recuento de leuco-
citos, recuento de plaquetas y relacién neutréfilo/linfocito
(R N/L). Si bien la principal alteracién observada en estos
pacientes es el aumento de la R N/L, propia de la neutrofilia
caracteristica de la enfermedad, esta es independiente de
la presencia o ausencia de los aFL.

En cuanto al andlisis de los aFL “no-criterio”, la literatura
acerca de su comportamiento en pacientes internados con
COVID-19 es escasa. Sin embargo, su utilidad en el diagnds-
tico de SAF en pacientes seronegativos ha sido ampliamen-
te estudiada>13:2°,

Con base en nuestros resultados, encontramos que la
determinacién de IgG tanto para aAF como para aFS y aFl
respecto de IgG aCL y af2GPI no representa ventaja alguna
en la identificacién de pacientes de riesgo para manifes-
taciones trombdticas o SAF. La misma situacién se replica
para la determinacién de IgM, en donde encontramos valo-
res ain mas bajos con respecto a los aFL convencionales.
Un estudio longitudinal llevado a cabo durante 15 afios de-
mostré que el riesgo de sufrir alguna manifestacién tromboé-
tica se incrementa progresivamente con el nimero de aFL
positivos®®. Los pacientes que desarrollan SAFC presentan
el mayor ndmero de aFL “no-criterio”, por lo tanto, el perfil
de aFL es mas importante que la determinacién aislada de
ellos tanto para el diagndstico como para la estratificacion
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Figura 8. Comparacién entre aFL convencionales y aFL “no-criterio”.

Ramos y col. Determinacidn de los niveles de anticuerpos antifosfolipidicos en pacientes con COVID-19. E

IgM aClL vs IgM aAF Igh aCL vs IgM aFS IgM aCL vs igh aFl
* * *
12 N 12 & 13-
o - g - 10
o
: : : -
E & o H g ° T
2 - 2 2
& - o . i
3 & 3 ﬁ 3
1 T T 1 T T T T
CASO IgM aCL CASQ IgM aAF CASO IgM aCL CASO IgM aFsS CASO IgM aCL CASQ IgM aF]
PACIENTE PACIENTE PACIENTE
IgM aB2GPIvs IgM aAF IgM aB2GPI vs IgM aFS IlgM aB2GPI vs lgM aFi
* * *
13 13 13
D E F 5
. . o
I 10 10 10
& -
: : :
; T E 7 B g 7
w [ w §
i . & . A
3 I 3 3
CASQ IgM aB2GPI CASO IgM aAF CASO IeM aB2GPT CASO IsM aFS CASO Igii aB2GPI CASO i@d aF1
PACIENTE PACIENTE PACIENTE
IgG aCl vs IgG aAF IgG aCL vs IgG aFs IgG aClL vs IgG aFl
* * *
15 15 N 61
G H I
1 " 45
i X
: ; :
E 8 . E s o3
g : & :
4 4 14-
% % :
T T T T | 1 T T
CASOIgGaCL CASO [gG aAF CASOQ IgG aCL CASOQ IgG aFS CASO IgG aCL CASOQ IgG aFT
PACIENTE PACIENTE PACIENTE
IgG aB2GFlvs IgG aAF lgG aB2GPIvs IgG ars IgG aB2GPI vs IgG aFl
25 3 25 &1
J K L
19- 19 45
n i
: : :
E 12 E 12 B o
: : : - : °
& H & # 44 o
d H '
T T d T T | = T T
CASO IgG aB2GPI CASO IsG aAF CAS0 IgG aB2GPI CASOQ IgG aFs CASO IeG aB2GPI CASO IgG aFT
PACIENTE PACIENTE PACIENTE

» A IgM aCL vs. IgM aAF; B) IgM aCL vs. IgM aFS; C] IgM aCL vs. IgM aFl; D) IgM a52GP! vs. IgM aAF; E] I1gM aff2GPI vs. IgM aFS; F) IgM af2GPI vs. IgM aFl; G)
IgG aCL vs. IgG aAF; H) 1gG aCL vs. IgG aFS; 1] 1gG aCL vs. IgG aFl;J) 1gG af2GPI vs. IgG aAF; K] IgG afi2GPI vs. IgG aFS; L) IgG aff2GPI vs. IgG aFl; af2GPl,
anticuerpos anti-f2-glicoproteina-l; aCL, anticuerpos anticardiolipinas; aAF, anticuerpos anti-acido fosfatidico; aFS, anticuerpos antifosfatidilserina;
aFl, anticuerpos antifosfatidilinositol ; IgG, inmunoglobulina G; IgM, inmunoglobulina M.

de riesgo de SAF2>%7, En este estudio, la ausencia de aFL
convencionales y “no-criterio” en titulos moderados o altos
(=40 titulos) se correlaciona con la ausencia de desarrollo
de SAF o SAFC en la poblacién de estudio.

Para cumplir con los criterios de clasificacién de SAF, la
positividad de los aFL debe confirmarse en 2 oportunidades
con al menos 12 semanas de diferencia entre cada deter-
minacion, dado que estos pueden aparecer de manera tran-
sitoria y no especifica durante episodios infecciosos agu-
dos?®. Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados
solo han llevado a cabo una Unica determinacion, y aquellos
que realizaron una segunda lo hicieron en un tiempo menor

que el de las 12 semanas. Solo dos estudios confirmaron de
manera sistematica la positividad de los aFL de acuerdo con
los criterios de clasificacion®%30.

Los aFL pueden negativizarse en la segunda determina-
cion. Este fenémeno es mas comun para el AL?2 2932 pero
también se ha observado lo mismo para el resto de los aFL32.
Segun laliteratura, los niveles de aCL y aff2GPI no presentan
variaciones significativas en la segunda medicign®22°,

Con base en los resultados obtenidos, no observamos
cambios significativos en la segunda determinacion (antes
de la semana 12) de IgG aCL e IgG aff2GPI respecto de la
primera, lo que coincide con la bibliografia. Sin embargo, si
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observamos variaciones significativas para IgM aCL e IgG
aff2GPl, aunque esta variacién no permiti6 diferenciar a
aquellos pacientes con riesgo de SAF, dado que no se obtu-
vieron valores que cumplieran con los criterios de clasifica-
cion actuales.

Los pacientes con COVID-19 presentan mayores niveles
de aFL con respecto a pacientes sin la afeccién (pero siem-
pre dentro de los valores de referencia), lo que sugiere que,
en aquellos individuos genéticamente susceptibles, cier-
tas infecciones, asi como también procesos inflamatorios,
podrian inducir una respuesta autoinmune. Sin embargo,
este aumento no es suficiente para clasificar a estos pa-
cientes con SAF, ya que no se cumple con los criterios de
clasificacién actuales. Los resultados del presente estudio
no muestran correlacién entre la infeccién por SARS-CoV-2 y
el desarrollo del sindrome, dada la falta de asociacién entre
resultados positivos de aFL (por encima del valor de corte,
pero por debajo del valor diagndstico] y parametros de la-
boratorio de rutina. También observamos que la determina-
cién de aFL “no-criterio” no aporta informacién adicional al
diagnéstico de SAF, por lo que no se justifica su medicién.

Serd necesario realizar un estudio a gran escala, con una
mayor cohorte de pacientes con COVID-19 donde la compo-
sicién de los aFL sea puesta en contexto con el curso de la
enfermedad y, esencialmente, con los eventos trombéticos,
asi como también serfa ideal realizar una mayor cantidad
de determinaciones en el tiempo para llegar a conclusiones
mas determinantes.
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Resumen

Introduccidn: La leucemia mieloide aguda (LMA] es el resultado de una mutacién somatica en un precur-
sor mieloide que desencadena una proliferacion clonal de células leucémicas inmaduras. El propdsito
de esta revision fue describir las clasificaciones de LMA propuestas a través del tiempo destacando la
integracion de nuevas caracteristicas biolégicas. Materiales y Métodos: Se realizé una bisqueda biblio-
grafica de los trabajos publicados hasta 2023 en PubMed y en Google. Desarrollo: Se han propuesto va-
rias clasificaciones de la LMA: a) Clasificacién del Grupo Francés - Americano - Britanico (FAB] en 1976;
b) Clasificacién morfolégica, inmunoldgica y citogenética (MIC) en 1988; c] Clasificacion inmunoldgica
de las leucemias agudas del Grupo Europeo (EGIL) en 1995; d] Clasificacion de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) en 1997, 2001, 2008, 2016 y 2022; e] Clasificacién del Consenso Internacional (CC)
en 2022. Las nuevas clasificaciones de 2022 (OMS y CCI) amplian las anomalias genéticas que definen
grupos especificos de LMA. Sin embargo, la Sociedad Argentina de Hematologia advierte que existen pun-
tos de controversia entre ambas clasificaciones. Conclusiones: Lograr el consenso internacional de los
expertos seria beneficioso para los profesionales de la salud que participan del manejo de la LMAy, sobre
todo, para el paciente que la padece.

Palabras clave: leucemia; leucemia mieloide aguda; clasificacion.
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Introduction: Acute myeloid leukemia (AML] is the result of a somatic mutation in a myeloid precursor,
which triggers a clonal proliferation of immature leukemia cells. The purpose of this review is to describe
the proposed AML classifications over time, highlighting the integration of new biological characteristics.
Materials and Methods: A bibliographic search of papers published up to 2023 was carried outin PubMed
and Google. Development: Several AML classifications have been proposed: a) Classification of the
French-American-British group (FAB) in 1976; b) Morphological, Immunological and Cytogenetic Classifi-
cation (MIC] in 1988; c] Immunological Classification of Acute Leukemias of the European Group (EGIL)
in 1995; d] Classification of the World Health Organization (WHO) in 1997, 2001, 2008, 2016 and 2022;
and e] International Consensus Classification (ICC) in 2022. The new 2022 classifications (WHO and ICC)
expand the genetic anomalies that define specific AML groups. However, the Argentine Society of Hema-
tology warns that there are points of controversy between both classifications. Conclusions: Achieving
international expert consensus would be beneficial for health professionals involved in the management
of AML, and especially for the patient who suffers from it.

Keywords: Leukemia; acute myeloid leukemia; classification.
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Introduccién
Definicion de leucemia mieloide aguda

La palabra leucemia (Leukamie] significa sangre blanca,
(del griego leukos, Aevkdg: “blanco” y haima , adpo: “sangre”)
o Weisses Blut, término que fue propuesto por Rudolf Virchow
en 18471,

Las leucemias agudas (LA] son el resultado de una muta-
ciénsomatica enunaunica célulamadre hematopoyética que
desencadena una proliferacién clonal de células leucémicas
inmaduras. La célula en la que se produce la transformacién
leucémica es un precursor que pierde la capacidad de seguir
su proceso normal de maduracién. Cuando este precursor es
de origen mieloide, se desarrolla una leucemia aguda mieloi-
de (LMA)2. La LMA se caracteriza por la infiltracion de la mé-
dula ésea, la sangre y otros tejidos por células proliferativas
clonales del sistema hematopoyético, anormalmente dife-
renciadas3. Las grandes translocaciones cromosémicas, asi
como las mutaciones en los genes implicados en la prolifera-
cién y diferenciacién hematopoyética, dan como resultado la
acumulacién de células mieloides pobremente diferenciadas.
La LMA puede surgir en pacientes con un trastorno hematolo-
gico subyacente o como consecuencia de una terapia previa
(por ejemplo, exposicion a topoisomerasas Il, agentes alqui-
lantes o radiacion). Sin embargo, en la mayoria de los casos,
aparece como una neoplasia maligna de novo en individuos
previamente sanos®.

Breve resefia histdrica

Los pioneros en la historia temprana de la leucemia fueron
destacados médicos del siglo XIX. El médico francés Alfred
Armand Louis Marie Velpeau fue el primero en describir la leu-
cemia y sus sintomas en 1825, mientras que Alfred Francois
Donné, también francés, describid las células leucémicas en
un atlas publicado en 1845. En el mismo afio, el médico inglés
John Hughes Bennett describié y denoming leucocitemia a la
enfermedad, pero fue el patélogo aleman Rudolf Ludwig Karl
Virchow quien la nombré leukdmie en 1847 y establecié que
las células blancas no eran de origen purulento. Reconocié
que la leucemia es una entidad patolégica en si misma, con
un balance invertido entre glébulos rojos y blancos, donde los
dltimos parecian suprimir a los primeros®. En 1857, en la ciu-
dad de Wirzburg (Alemania), el patélogo Nikolaus Friedreich
describi6 el primer caso de leucemia aguda debido al corto
tiempo transcurrido entre la presentacién y la muerte del pa-
ciente. Un descubrimiento vital se produjo en 1868, cuando
el patdlogo aleman Ernst Neumann informé cambios en la
médula dsea en la leucemia y reconocié el vinculo entre el
origen de lasangre yla médula 6sea. En 1872, establecid que
la leucemia era una enfermedad de la médula 6sea®. El mé-
dico alemadn Paul Ehrlich, en 1877, desarrollé diversos méto-
dos para tefiir células, y pudo por primera vez, demostrar las
caracteristicas nucleares y citoplasmaticas de las células de
la sangre e hizo énfasis en los numerosos granulos citoplas-
maticos que algunas de las células sanguineas poseen. Este
nuevo avance simplificé la clasificacion de la leucemia en dos

variedades: las que se originaban de células granulares (de
granulocitos/leucemias mieloides) y las que surgian de célu-
las sin granulos (hoy conocidas como leucemias linfoides)®.
Esta fue una de las primeras clasificaciones de la leucemia.

Laclasificacién es un acto fundamenal para el estudio cuan-
titativo de todo fenémeno; se la reconoce como la base de toda
generalizacién cientifica y representa, por lo tanto, un elemen-
to de caracter esencial desde el punto de vista de la metodo-
logia estadistica. Una clasificacion estadistica de las enferme-
dades debe limitarse a un nimero restringido de categorias
que puedan abarcar la totalidad de las afecciones morbosas;
las categorias deben ser elegidas de tal manera que faciliten el
estudio estadistico de los fenémenos patolégicos’.

Actualmente, los procedimientos de diagndstico utiliza-
dos para clasificar la LMA son: la evaluacién morfolégica de
muestras de médula dsea y frotis de sangre, el analisis de
la expresion de marcadores citoplasmaticos o de superficie
celular mediante citometria de flujo, la identificacién de ha-
llazgos cromos6émicos mediante pruebas citogenéticas con-
vencionales y, mas recientemente, la deteccién de lesiones
genéticas moleculares seleccionadas?. Antes de contar con
todas estas tecnologias, hubo otras clasificaciones que fue-
ron relevantes y que alin permanecen vigentes en ciertos as-
pectos, como la clasificacién del Grupo Francés — Americano
— Britanico (FAB)S.

El propésito de esta revision es proporcionar una descrip-
cién exhaustiva de las clasificaciones de LMA a lo largo del
tiempo destacando la evolucién de las mismas y su integra-
cién con caracteristicas biolégicas identificadas mediante
nuevas herramientas tecnolégicas.

Materiales y Métodos

Se realiz6 una busqueda bibliografica de los trabajos pu-
blicados hasta 2023 en PubMed, que comprende mas de
36 millones de citas de la literatura biomédica de MEDLINE,
revistas de ciencias biol6gicas y libros en linea. El término
general utilizado, “Acute myeloid leukemia classification”,
sirvi6 para detectar las clasificaciones mas recientes, co-
rrespondientes al periodo 2016 - 2023. Otras, como la cla-
sificacién FAB, fueron buscadas con su titulo especifico:
“Proposals for the classification of the acute leukaemias.
French-American-British [FAB] co-operative group”, basan-
dose en las referencias de los articulos seleccionados con el
primer término. Para referirse a las categorias incorporadas
posteriormente por el grupo FAB, se usaron los siguientes
términos: “myeloid leukemia MO” y “leukemia of megakar-
yocyte lineage”, acotando el periodo de bisqueda al lapso
entre 1985y 1991. Para detectar publicaciones de la Orga-
nizacién Mundial de la Salud (OMS) previas a la clasificacion
FAB, se indagé en Google Académico usando la expresién
“clasificacion de leucemia, OMS”, en el intervalo especifico
comprendido entre los afios 1960 y 1976. La actualizacién
sobre leucemias agudas en Argentina se detectd mediante
lalocucion “clasificacién de leucemia mieloide aguda” en el
motor de busqueda Google.

ByPC sep-dic 2024; 88(3):60-66 // ISSN-e 2684-0359



E Lazarte y col. Clasificacién de la leucemia mieloide aguda: entre el consenso y la controversia.

Desarrollo
Clasificacion FAB

En el afio 1976, el grupo cooperativo FAB de estudio de
leucemia introdujo cierta objetividad en lo que tradicional-
mente se consideraba, hasta ese momento, un ejercicio
esencialmente subjetivo y tuvo un efecto beneficioso en la
mejora del grado de uniformidad del registro de diagnésti-
cos. El objetivo del grupo fue formular pautas diagndsticas
a partir de material citolégico que pudiera estar facilmente
disponible en la mayoria de los laboratorios hematolégi-
cos, a saber, frotis de sangre periférica y aspirado de mé-
dula ésea tenidos con Romanovsky, y algunas reacciones
citoquimicas esenciales®. En esa primera clasificacién, se
describieron seis tipos de leucemias mieloides agudas: M1,
M2, M3, M4, M5 y MB8. Para realizarla, tuvieron en cuenta:
a) la direccion de la diferenciacion a lo largo de una o mas
lineas celulares y b) el grado de maduracién de las células.
Dicha clasificacién fue rapidamente adoptada, pero surgie-
ron controversias al definir algunos subtipos y, sobre todo,
al intentar diferenciarlos de los sindromes mielodisplasicos
(SMD). Por ellg, se hizo una revisién en 1985 donde se intro-
dujo un elemento cuantitativo mediante el cual los limites
entre diferentes categorias se especificaron arbitrariamen-
te, definiendo valores para los porcentajes de los tipos de
células predominantes en cada categoria®. Asi, se estipuld
que 30% o mas de blastos determinaba la presencia de leu-
cemia aguda.

En 1985, el grupo FAB agregé otra categoria de leucemia
aguda no linfocitica a su clasificacion: la LMA de linaje mega-
cariocitico o LMA M?710. Hasta ese momento, la clasificacién
FAB se basaba solo en la microscopia comdn como herra-
mienta diagndstica. El uso de la citoquimica ultraestructural
y de los anticuerpos monoclonales como ayuda en el diag-
néstico de LMA resulté en el reconocimiento de casos de
LMA M7 y de una forma de LMA minimamente diferenciada
(LMAMQO). Asi, en 1991, se publicaron los criterios para el re-
conocimiento de esta Gltimall. De esta manera, finalmente,
la clasificacion FAB incluyé ocho tipos de LMA, designadas
partiendo de MO a M7. Sin embargo, los datos citogenéticos
indicaban la existencia de anomalias cariotipicas especifi-
cas dentro de los subtipos morfolégicos de leucemias defi-
nidos hasta ese momento. Asi, los desarrollos simultaneos
en la caracterizacién inmunocitoquimica de las leucemias
y nueva informacién citogenética en estas enfermedades
como la estrecha asociacion entre la LMA M2 y la t(8;21),
asi como la de LMA M3 con la t(15;17), condujeron a una
decisién casi simultanea de los profesionales de diversas
disciplinas de integrarse y coordinar la informacién para
introducir la “Clasificacién morfolégica, inmunolégica y cito-
genética (MIC) de las leucemias mieloides agudas”*2.

Clasificacion MIC

La clasificacién MIC establecié diez subtipos de LMA, que
se caracterizaron por criterios citogenéticos, morfolégicos e
inmunolégicos unicos. Los criterios morfolégicos adoptados

fueron los recomendados por el grupo FAB en publicaciones
previas®10. En la nomenclatura MIC, la clasificacion FAB de
la leucemia se colocaba antes de la barra oblicua y el cam-
bio cromosémico que caracterizaba a la leucemia, después
de la marca, por ejemplo: M2/t(8;21), M3/t(15;17], etc.. En
ese momento, los expertos habian evaluado y establecido
un total de 20 aberraciones cromosdmicas caracteristi-
cas. Con respecto al uso de los anticuerpos monoclonales
antimieloides, su mayor valor era establecer o confirmar el
diagndstico de LMA. El grupo de trabajo recomendé realizar
este analisis cuando la morfologia o la citoquimica no iden-
tificaban claramente el linaje de las células leucémicas y
cuando se sospechaba que podia haber mas de un linaje de
células leucémicas. Usando una combinacién de anticuer-
pos monoclonales, podian distinguir las LMA de las leuce-
mias linfoblasticas agudas en un 90 - 99% de los casos. Los
fenotipos mas especificos reconocidos fueron la asociacién
de LMA M4/M5 con la expresidn del antigeno gp55 (CD14]),y
la ausencia de expresién de antigenos HLA de clase Il (HLA-
DR) en LMAM312,

La rapida evolucién de la aplicacién de los anticuerpos
monoclonales en el reconocimiento del inmunofenotipo ge-
nerd las “Propuestas para la clasificacién inmunolégica de las
leucemias agudas” del Grupo Europeo para la Caracterizacion
Inmunolégica de las Leucemias (EGIL) en el afio 1995%3.

Clasificacion EGIL

La clasificacién inmunoldgica estaba compuesta por las
siguientes categorias: leucemias linfoblasticas agudas, leu-
cemias mieloides agudas, leucemias agudas bifenotipicas,
leucemias agudas indiferenciadas.

Las LMA fueron definidas inmunolégicamente por la ex-
presién de 2 o0 mas de los siguientes marcadores mielomo-
nociticos: anti-MPQ [mieloperoxidasa), CD13, CD33, CDW65
y/o CD117 (c-Kit). Los expertos europeos acordaron que
anti-MPO era el marcador mas especifico de la linea mie-
loide. Asimismo, el grupo intentd correlacionar los perfiles
inmunolégicos con los subtipos de LMA, de acuerdo con la
clasificacion FAB. Sin embargo, solo 3 subtipos, MO, M6 y
M?, pudieron ser definidos inequivocamente mediante el
inmunofenotipo. Por Ultimo, recomendaron emprender es-
tudios que correlacionen la clasificacién inmunoldgica con
las caracteristicas citogenéticas y moleculares mas que
con las morfoldgicas y citoquimicas?3.

Clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

Un principio basico del sistema de la OMS es que la clasi-
ficacién de las neoplasias hematopoyéticas y linfoides debe
utilizar no solo los hallazgos morfolégicos, sino también toda
la informacién disponible, incluidas las caracteristicas gené-
ticas, inmunofenotipicas, bioldgicas y clinicas para definir en-
tidades patolégicas especificas. Esencialmente, la clasifica-
cion de la OMS intenta incorporar aquellas caracteristicas de
la enfermedad que han demostrado tener relevancia clinicay
biolégica en una nomenclatura de trabajo util*.
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La busqueda bibliografica arrojé un documento de la OMS
publicado en 1968, donde se enumeran las siguientes leuce-
mias: leucemia linfatica (aguda y crénica), leucemia mieloide
(aguda y crénica), leucemia monocitica (aguda y crénica) y
otras leucemias no especificadas (de células indiferenciadas,
megacariocitica y eritremia aguda)’.

Mas adelante, la OMS publicé un reporte elaborado en 1997
en el cual se propuso una clasificacién de las neoplasias hema-
tolégicas malignas que las estratificé principalmente segun su
linaje en neoplasias mieloides, neoplasias linfoides, trastornos
de mastocitos y neoplasias histiociticas!®. Dentro de las neo-
plasias mieloides, se incluyé el grupo LMA, el cual contenia las
siguientes categorias: LMA con translocaciones citogenéticas
recurrentes, LMA con displasia multilinaje, LMA y SMD, relacio-
nados con terapia y LMA no categorizadas de otra manera.

Segun el estandar FAB, la LMA se definia por la presencia
de 30% o mas de blastos. Sin embargo, varios estudios habian
indicado que los pacientes con 20% a 29% de blastos (clasifi-
cados como enfermos con anemia refractaria con exceso de
blastos en transformacion] tenian un prondstico similar al de
los pacientes con mas de 30% de blastos. Por lo tanto, hubo
consenso en que el recuento de blastos para el diagnéstico de
LMA debia ser del 20%. No obstante, los casos con anomalias
citogenéticas especificas con recuentos bajos de blastos, que
en el pasado se diagnosticaban como SMD, desde ese mo-
mento, se clasificaron como LMA. Una de las caracteristicas
mas significativa de esta clasificacién es que las categorias
citogenéticas/moleculares fueron reconocidas como enfer-
medades distintas®®.

En 2001, la OMS en conjunto con la Sociedad de Hemato-
patologia (SH] y la Asociacién Europea de Hematopatologia
(AEH] publicé una nueva clasificacion para las neoplasias he-
matopoyéticas y linfoides donde se reafirma lo expuesto ante-
riormente: el umbral de blastos para el diagnéstico de LMA se
reduce del 30% al 20% de blastos en la sangre periférica (SP) o
en la médula 6sea (M0). Ademas, para los pacientes con ano-
malias citogenéticas recurrentes clonales t(8;21)(q22;922),
inv(16)(p13922) 0t(16;16])(p13;922) yt(15;17])(q22;q12)
debe considerarse que tienen LMA, independientemente del
porcentaje de blastos®®. Se reconocen tres subgrupos Unicos
de LMA: (1) LMA con anomalias genéticas recurrentes, (2]
LMA con displasia multilinaje y (3) LMA y SMD relacionados
con la terapia. Los casos que no satisfagan los criterios para
ninguno de estos subgrupos o para los cuales no se puedan
obtener datos genéticos deben clasificarse como una de las
entidades en un cuarto subgrupo: LMA no clasificada de otra
manera. En la mayoria de los aspectos, las entidades inclui-
das en este grupo se definen de manera casi idéntica a la en-
tidad correspondiente en la clasificacion FAB, y los criterios
para su reconocimiento se basan principalmente en la iden-
tificacién de los principales linajes celulares involucrados y
el grado de maduracién'®. En esta categoria, se incluyeron?®:
LMA minimamente diferenciada; LMA sin maduracién; LMA
con maduracién; leucemia mielomonocitica aguda; Leucemia
monobldstica/monocitica aguda; leucemia eritroide aguda

(eritroleucemia pura y eritroide/mieloide); leucemia mega-
carioblastica aguda; leucemia basdfila aguda; panmielosis
aguda con mielofibrosis y sarcoma mieloide. Este dltimo no
estaba incluido en la primera clasificacién OMS. Ademas, se
reconocen 2 tipos de leucemia eritroide aguda, basados en la
presencia/ausencia de componente mieloblastico®.

La revisién de la clasificacion OMS de las neoplasias mie-
loides y leucemias agudas realizada en 2008 incorporé una
serie de recomendaciones para asegurar que esta fuera cli-
nicamente Util. Para acomodar la informacién reciente, se in-
corporaron “entidades provisionales” dentro de los principales
grupos de enfermedades. Se aclard que el término mieloide in-
cluye todas las células pertenecientes a los linajes granulociti-
co (neutrdfilo, eosindfilo, basdfilo), monocitico/macréfago, eri-
troide, megacariocitico y mastocitos. El porcentaje de blastos
debe derivarse, cuando sea posible, de recuentos diferenciales
de 200 células del frotis de sangre periférica y de recuentos
diferenciales de 500 células nucleadas en frotis de aspirados
de médula celular tefiidos con Wright-Giemsa. La determina-
cién del porcentaje de blastos mediante citometria de flujo no
es recomendada como substituto de la inspeccidn visual. En
cambio, la citometria de flujo multiparamétrica es el método de
eleccién para determinar el linaje de los blastos. Por otro lado,
un analisis citogenético completo de las células de MO se con-
sider6 esencial durante la evaluacién inicial para establecer un
cariotipo de referencia; se recomendé repetir los analisis segun
fuera necesario para juzgar la respuesta a la terapia o para de-
tectar evolucién genética. Ademas, las mutaciones genéticas
se reconocieron como marcadores de diagndstico y prondstico
cada vez mas importantes en las neoplasias mieloides®’.

Las categorias propuestas fueron las siguientes: 1) LMA
con anomalias genéticas recurrentes: incluyé 7 entida-
des bien definidas mas 2 provisionales. Solo para LMA con
t(8;21)(g22;922), LMA con inv(16](p13.1922) o t(16;16;)
(p13.1;,922) y leucemia promielocitica aguda (LPA) con
t(15;17)(922;912), la anomalia genética es suficiente para
el diagnéstico de LMA, independientemente del porcentaje de
blastos en la SP o en la M0; 2) LMA con cambios relacionados
con mielodisplasia; 3) Neoplasias mieloides relacionadas con
terapia; 4) LMA no especificada de otro modo: contiene las
mismas que la clasificacién del 2001, excepto por el sarcoma
mieloide y la panmielosis aguda con mielofibrosis, que fueron
eliminados de esta categoria; 5) Sarcoma mieloide; 6] Prolife-
raciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down; 7]
Neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas. Las
dos ultimas son nuevas categorias.

A partir de la publicacién de esta edicidn de la clasificacién,
se ha apreciado mas ampliamente que multiples lesiones ge-
néticas, que incluyen no solo reordenamientos cromosomicos
detectables microscépicamente o anomalias huméricas, sino
también mutaciones genéticas submicroscdpicas, cooperan
para establecer el proceso leucémico e influyen en sus carac-
terfsticas morfoldgicas y clinicas®’.

La revisién del 2016 de la clasificacién OMS de las neopla-
sias mieloides y leucemias agudas agregd nuevas entidades,
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yaque hubo numerosos avances en laidentificacion de biomar-
cadores Unicos, asociados con estas patologias, en gran parte
derivados del andlisis de la expresién génica y de la secuencia-
cién de nueva generacién, los cuales también podian mejorar
significativamente los criterios de diagndstico, asi como el
pronéstico de las entidades incluidas hasta ese momento en
la clasificacién OMS. Esta revision reflej6, segin sus autores,
un consenso de opinién de hematopatélogos, hematélogos,
oncélogos y genetistas*®. Esta edicién contiene basicamente
las mismas categorias de la clasificacién del 2008. Define seis
entidades patoldgicas principales: LMA con anomalias genéti-
cas recurrentes; LMA con caracteristicas relacionadas con la
mielodisplasia; LMA relacionada con la terapia; LMA no especi-
ficada de otro modo; sarcoma mieloide y proliferacién mieloide
relacionada con el sindrome de Down, y excluyd del grupo LMA
ala neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas.
Entre los casos de LMA con anomalias genéticas recurrentes,
se describieron 11 subtipos, segln distintas translocaciones
cromosémicas, entre los cuales se incluyeron dos nuevas ca-
tegorias provisionales: LMA con BCR-ABL1, y LMA con RUNX1
mutado. Para enfatizar la importancia de la fusion PML-RARA,
que puede ser criptica o resultar de reordenamientos citogené-
ticos complejos distintos de la t(15;17)(q24.1;921.2), la LPA
con esta fusién se renombré como LPA con PML-RARA®E,

Con respecto a la LMA no especificada de otro modo, se
mantienen las subcategorias con un solo cambio, ya que la leu-
cemia eritroide aguda tipo eritroide/mieloide se eliminé defini-
tivamente. En la nueva clasificacion, los mieloblastos siempre
se cuentan como un porcentaje del total de células de la MO, y
la mayoria de esos casos tenia menos del 20% de blastos. De
esta manera, desde la revisién del 2016, se clasificaron como
SMD (generalmente SMD con exceso de blastos) 8,

Las proliferaciones mieloides del sindrome de Down in-
cluyen la mielopoyesis anormal transitoria (MAT] y la leu-
cemia mieloide asociada con el sindrome de Down. Ambas
suelen ser proliferaciones megacarioblasticas; la MAT ocu-
rre al nacer o dentro de los dias posteriores al nacimiento
y se resuelve en el lapso de 1 a 2 meses, mientras que la
leucemia mieloide ocurre mas tarde, generalmente en los
primeros 3 afios de vida con o sin MAT previa y serd persis-
tente, si no se trata. Ambas patologias se caracterizan por
mutaciones en GATA1 y mutaciones de la via JAK-STATS,

En la quinta edicién de la clasificacién OMS, publicada en
elafio 2022, siempre que fue posible, se aplicé sistematica-
mente una triada de atributos que incluyd: linaje + atributo
clinico dominante + atributo biolégico dominante. La atribu-
cién del linaje se basa en el inmunofenotipo obtenido con
citometria de flujo y/o inmunohistoquimica. Los atributos
clinicos dominantes son caracteristicas generales de la en-
fermedad no tratada e incluyen descriptores como agudo,
crénico, citopenia(s) (mielodisplasia) y citosis (mielopro-
liferacion). La mayoria de los atributos bioldgicos incluyen
fusiones de genes, reordenamientos y mutaciones. Las
entidades emergentes se enumeraron como subtipos de
enfermedades bajo la nueva rdbrica de otras alteraciones

genéticas definidas. Lo mas importante es la separacién
de la LMA en 2 familias: LMA con anomalias genéticas que
las definen o definitorias y LMA definidas por diferenciacion.
La dltima reemplaza a la categoria LMA no especificada de
otro modo, e incluye las ocho LMA previamente contenidas
en este grupo. La categoria LMA con anomalias genéticas
definitorias incluyé 12 entidades bien definidas, entre las
que se encuentra la LMA relacionada con mielodisplasia, y
una categoria LMA con otras alteraciones genéticas defini-
das para subtipos de LMA nuevos y/o poco comunes, que
pueden (o no) convertirse en tipos definidos en futuras
ediciones de la clasificacién. En este grupo, se elimind el
requerimiento de 20% o mas de blastos, excepto para LMA
con fusién BCR::ABL1 y LMA con mutacién en el gen CEBPA.
El sarcoma mieloide se mantiene como una entidad separa-
da y representa una manifestacion tisular dnica de LMA?C,
Apesar de que la OMS siempre ha buscado el consenso de
expertos, al momento de revisar la clasificacion, se observa
que este objetivo no se ha logrado en esta oportunidad, ya
que otro grupo de especialistas publicé, también en el afo
2022, una clasificacién de consenso. Sus autores manifies-
tan que la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer careci6 de supervision por parte de la Sociedad de He-
matopatologia y la Asociacién Europea de Hematopatologia,
y que no siguié un proceso de asesoramiento con los comités
de asesoramiento clinico (CAC) compuestos por patdlogos,
hematolégos, oncdlogos y genetistas. Esta nueva clasifica-
cién representa una revisién importante de las clasificacio-
nes anteriores e incluye a numerosos autores de las edicio-
nes anteriores de la OMS, pero ya no estd afiliada a la OMS2L.

Clasificacién del Consenso Internacional (CCI) de Neopla-
sias Mieloides y Leucemias Agudas

La CCles unarevisién de las clasificaciones del 2008 y 2016
de la OMS. Segun los autores, el objetivo principal del proceso
de consenso fue la definicién de entidades de enfermedades
reales, incluida la introduccién de nuevas entidades y de cri-
terios refinados para las categorias de diagndstico existentes,
con base en los datos acumulados. La CCl tiene el propésito
de facilitar el diagndstico y prondstico de estas neoplasias,
mejorar el tratamiento de los pacientes afectados y permitir el
disefio de ensayos clinicos innovadores.

La CCl propone un requisito de 10% o mas de blastos para
el diagndstico de 12 LMA con anomalias genéticas bien defini-
das, mientras que mantiene el limite de 20% o mas de blastos
para LMA con t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL; LMA con TP53
mutado; LMA con anomalias citogenéticas relacionadas con
mielodisplasia; LMA con mutaciones genéticas relacionadas
con mielodisplasia y LMA no especificada de otro modo. Se eli-
minaron 2 de las categorias anteriores: neoplasias mieloides
relacionadas con la terapia y LMA con cambios relacionados
con mielodisplasia. Los casos de SMD con 10% a 19% de blas-
tos ahora se diagnostican como SMD/LMA. El sarcoma mieloi-
de, las proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome
de Down y la neoplasia de células dendriticas plasmocitoides
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Figura 1. Clasificaciones de la leucemia mieloide aguda a través del tiempo.
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blasticas permanecen como tales en la CCI2L.

El grupo European LeukemiaNet (ELN] publicé en 2022
recomendaciones sobre el diagnéstico y manejo de la LMA en
adultos basandose en la CCl. El documento afirma que, debi-
do al impacto primordial sobre el fenotipo y el resultado de la
enfermedad, se dio prioridad a las aberraciones genéticas al
definir la clasificacién de la LMA con caracteristicas predispo-
nentes adicionales (relacionadas con la terapia, SMD previo o
SMD/neoplasia mieloproliferativa (NMP), predisposicién de la
linea germinal] que fueron anexadas como calificadores del
diagnéstico primario.

La descripcion de la CCl resulta mucho mas comprensible,
ya que define 2 grupos de LMA?2: 1) LMA con anomalias gené-
ticas recurrentes (que requieren 2>10% de blastos en M0 o SP):
incluye 10 entidades; 2) Categorias designadas LMA (si tienen
>20% de blastos en MO o SP) o SMO/LMA (si tienen 10 - 19%
de blastos en M0 o SP): LMA con TP53 mutado, LMA con mu-
taciones genéticas relacionadas con mielodisplasia, LMA con
anomalias genéticas relacionadas con mielodisplasiay LMAno
especificada de otro modo.

Las nuevas clasificaciones de la LMA: un desafio para la
toma de decisiones en la practica clinica

Varias clasificaciones de la LMA se han sucedido a lo largo
del tiempo y todas ellas han usado los recursos diagnésticos
disponibles en el momento de formularlas (Figura 1). A medida
que la tecnologia fue evolucionando, también lo hizo el modo
de clasificar las LMA considerando cada vez mds importantes
los estudios citogenéticos y moleculares. Las nuevas clasifica-
ciones de 2022 (OMS y CCl) amplian las anomalias genéticas
que definen grupos especificos de LMA.NPM1 ahora es recono-
cida porla OMS y la CCl como una mutacién definitoria de LMA, y
la LMA con BCR::ABL1 fue agregada formalmente como una le-

sién definitoria de LMA. La diferencia fundamental entre ambas
clasificaciones es que emplean distintos limites de porcentaje
de blastos para definir la LMA en ciertas situaciones.

La estructura de la clasificacién OMS contiene 2 grupos,
mientras que la CCl propone un diagnéstico en orden jerarqui-
co. La definicién de LMA con cambios relacionados con mielo-
displasia no se incluyé en ninguno de los sistemas de clasifi-
cacion, pero tanto la OMS como la CCl introdujeron categorias
con anomalias moleculares y citogenéticas que definen la
ontogenia secundaria funcional y estan asociadas con un mal
prondstico®.

La Subcomisién de Leucemias Agudas de la Sociedad Ar-
gentina de Hematologia (SAH) anexd ambas clasificaciones a
las gufas de la SAH. En el anexo, se advierte que existen pun-
tos de controversia entre las clasificaciones de la OMS y CCI.
Sin embargo, se destaca que ambas resaltan la importancia
del estudio molecular incluyendo paneles multigénicos para el
diagnéstico y prondstico de esta patologia®*.

Sibien los avances en el diagnéstico de la LMA podrian ayu-
dar a optimizar la mejor terapia para cada subgrupo, estos dos
nuevos sistemas de clasificacién desafian a los profesionales
de la salud que se ven en la encrucijada de adoptar una de
ellas. No obstante, seguira siendo responsabilidad del médico
tratante integrar todos los datos para llegar a una decisién te-
rapéutica®.

Conclusiones

Casi doscientos afos después de la primera descripcion
de la leucemia, la bisqueda de nuevas opciones terapéuticas
sigue siendo necesaria para mejorar la supervivencia de los
pacientes que la padecen. Durante la Gltima década, el avance
significativo en el perfilado genémico de la LMA ha resultado en
oportunidades interesantes para crear terapias dirigidas, defi-

ByPC sep-dic 2024; 88(3):60-66 // ISSN-e 2684-0359



E Lazarte y col. Clasificacién de la leucemia mieloide aguda: entre el consenso y la controversia.

nidas gendmicamente para pacientes con LMA. Algunas de las
terapias, como los inhibidores de FLT3 y los inhibidores de iso-
citrato deshidrogenasa (IDH) 1y 2, se han probado en ensayos
clinicos y ahora son el estandar de atencién en pacientes que
albergan estas mutaciones®.

Es necesario reflexionar sobre el hecho de que, a medida
que el diagndstico y la clasificacién de la leucemia dependen
cada vez mas de investigaciones sofisticadas y costosas,
existe el riesgo de que algunos paises con menos recursos se
queden atras. En un articulo reciente, el analisis citogenético
estuvo disponible solo en un 30% de los pacientes?®. La Dra.
Barbara Bain, consciente de este problema, incorporé como
apéndice algunas sugerencias sobre cdmo se puede diagnosti-
car laleucemia en laboratorios de escasos recursos. Entre sus
recomendaciones, sefialé que puede resultar Util la asociacién
entre centros especializados y centros periféricos dentro del
mismo pais o pafses limitrofes. En ausencia de técnicas cito-
genéticas y moleculares, como no es posible aplicar completa-
mente cualquiera de las clasificaciones actuales de LMA, conel
uso de la citomorfologia y la citoquimica, los casos adn podran
ser diagnosticados y clasificados segun la clasificacién FAB?”.

Sin duda alguna, para la eleccién de la mejor terapia, se ne-
cesita el mejor y mas rapido diagndstico, asi como una correcta
clasificacién que permita definir el tratamiento y estratificar el
riesgo. El hecho de que, en el ambito internacional, los especia-
listas no hayan logrado un consenso atenta contra este objetivo.
Por lo tanto, alcanzar el acuerdo internacional de los expertos se-
ria beneficioso para los profesionales de salud que participan del
manejo de la LMAy, sobre todo, para el paciente que la padece.
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CURSOQOS ABA

y

CICLO LECTIVO 2024
PROGRAMA DE EDUCACION CONTINUA

Informes e inscripcidn

Secretaria de la Asociacion Bioquimica Argentina

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

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

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

Nota para no socios: abonando la primera cuota

social y adhiriendo al débito automatico por

tarjeta, podra acceder a los cursos ABA como

socio, recibiendo adem3ds todos los beneficios de

la Asociacién. ™

Todos los cursos otorgan créditos para la
Certificacion Profesional Bioquimica.




PROGRAMA DE EVALUACION CONTINUA
ABA 2024

SEGUNDO CUATRIMESTRE

NOMBRE DEL CURSO

DURACION

DIRECTOR/A

ACTUALIZACION EN EL ESTUDIO DE LAS DISPROTEINEMIAS

SEMESTRAL

Dra. Isabel Desimone
Dra. Isabel Crispiani

CURSO DE NEUROINMUNOLOGIA

CUATRIMESTRAL

Dra. Silvia G. Ramos
Dr. Andrés Villa
Dr. Gabriel Carballo

APLICACIONES DE LA CITOMETRIA DE FLUJO
EN LA PRACTICA CLINICA

CUATRIMESTRAL

Dra. Emilse Bermejo
Dra. Viviana Novoa

CURSO INTEGRAL SOBRE LiQUIDOS DE PUNCION
con Tépicos de Urgencia

CUATRIMESTRAL

Dr.Luis Palaoro

INMUNOLOGIA CELULAR
EL LABORATORIO EN EL ESTUDIO DE LAS CELULAS
DEL SISTEMA INMUNE Y SUS PATOLOGIAS

TRIMESTRAL

Dra.Viviana Novoa

“CALIDAD EN LABORATORIOS DE GENETICA FORENSE”
[NUEVO)

CUATRIMESTRAL

Biog. Claudia Garcia Bonelli
Biog. Esp. César Collino

EL ROL DEL LABORATORIO EN LA SEGURIDAD DEL PACIENTE
(ACTUALIZADO)

CUATRIMESTRAL

Dra. Silvana Daverio
Dra. Karina Fiezzoni
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ASOCIACION

SOLICITUD DE INSCRIPCION BIOQUIMICA

ARGENTINA

ASOCIACION BIOQUIMICA ARGENTINA
Fundada el 3 de septiembre de 1934

Miembro Fundador:

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

Institucién Invitada:

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

Miembro Adherente:
Asociacidn Latinoamericana Patologia
Clinica.

Integrante:

Comisidn Nacional de Certificacién
Bioquimica (COCERBIN]; Comisidn

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

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

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

1| Promover la educacidn continua de los bioquimicos.

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

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

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

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

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

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

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

Los socios de la ABA gozan de aranceles preferenciales en cualquier
actividad que desarrolla la Institucion y reciben la Revista ByPC sin cargo
adicional.



ASOCIACION
BIOQUIMICA
ARGENTINA

Para asociarse, debe hacernos llegar esta solicitud completa en letra clara de imprenta y sin omitir ningln dato.
Adjuntar una foto carnet, una fotocopia del titulo (anverso y reverso, tamafo 10 x 15 cm] y -de elegir este sistema
de pago- el formulario de ingreso al sistema de débito automatico por tarjeta de crédito VISA o MASTERCARD
($45/mes). En su defecto deberd abonar un afio por adelantado ($540/afio)

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

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

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



