Revista de la Asociacion Bioquimica Argentina - Volumen 82 - N°3 - Septiembre - Diciembre de 2018

@
2
E
(&)
o

oll

Patolo

imica

r

| § Bioqu

Bioquimica y
Patologia Clinica

VOL 82 - N°3

Mayo - Agosto de 2018
Ciudad de Bs. As. Argentina
ISSN 1515-6761 Ed. Impresa
ISSN 2250-5903 Ed. CD-ROM

NB

L
Alexander Fleming

Compartié con Florey y Chain el premio Nobel por el
“descubrimiento de la penicilina y su efecto curativo
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Sir Alexander Flefhing

TAPA

Fleming fue elegido miembro de la Royal

Society en 1942, recibid el titulo de Sir
dos anos mas tarde y, por fin, en 1945,
comparti6 con Florey y Chain el premio
Nobel por el “descubrimiento de la
penicilina y su efecto curativo sobre las
enfermedades infecciosas”.

Sir Alexander Fleming nacié el 6 de agosto de 1881 en
Lochfield, Escocia, en el seno de una familia campesina.
Fleming recibié, hasta 1894, una educacién rudimentaria,
obtenida con dificultad, de la que sin embargo parece haber
extraido el gusto por la observacién detallada y el talante
sencillo que luego habrian de caracterizarle.

La carrera profesional de Fleming estuvo dedicada a la inves-
tigacién de las defensas del cuerpo humano contra las infec-
ciones bacterianas. Su nombre esta asociado a dos descubri-
mientos importantes: la lisozima y la penicilina. En 1906, entré
aformar parte del equipo del bacteridlogo sir Aimroth Wright, con
quien estuvo asociado durante cuarenta afios. En 1908, obtuvo
la medalla de oro de la Universidad de Londres. Fue nombrado
profesor de bacteriologia y, en 1928, pas6 a ser catedratico, re-
tirandose como emérito en 1948, aunque ocup6 hasta 1954 la
direccién del Wright-Fleming Institute of Microbiology, fundado
ensuhonor.

Su afiliacién al momento del premio era London University,
Londres, Reino Unido.

Entre los microorganismos, la vida es una batalla constan-
te por la supervivencia. Alexander Fleming se interesé en ésto.
Solia dejar cuencos con cultivos de bacterias de pie junto a su
mesa de trabajo. En 1928, vio que ademas de las bacterias, un
hongo de moho habia comenzado a crecer en un tazén y que el
crecimiento de las bacterias se habia impedido en las cercanias
del moho. Concluyd que el moho contenfa una sustancia que era

Ernst Boris Chain

eficaz contra las bacterias. La sustancia recibié el nombre de
penicilina y se convirti6 en la base de los medicamentos para
tratar infecciones bacterianas.

Después del descubrimiento de Alexander Fleming en 1928,
de que cierto moho produjo una sustancia llamada penicilina
que inhibia el crecimiento de bacterias, no fue un gran salto pen-
sar que la penicilina podria usarse como un producto farmacéu-
tico. Sin embargo, la sustancia demostrd ser inestable y dificil de
producir en forma pura. Ernst Boris Chain, Howard Walter Florey
ysus colegas tuvieron éxito en la produccion sistematica de una
forma pura de penicilina a principios de la década de 1940 y en
lainvestigacion de sus propiedades con mas detalle. Los esfuer-
zos adicionales llevaron a un producto farmacéutico que podria
producirse en grandes cantidades.

Fleming fue elegido miembro de la Royal Society en 1942, re-
cibié el titulo de sir dos afios mas tarde y, por fin, en 1945, com-
partié con Florey y Chain el premio Nobel por el “descubrimiento
de la penicilina y su efecto curativo sobre las enfermedades in-
fecciosas’. Fallecié en Londres el 11 de marzo de 1955.

Bibliografia:

MLA style: Sir Alexander Fleming — Facts. NobelPrize.org. No-
bel Media AB 2018. https://www.nobelprize.org/prizes/medici-
ne/1945/fleming/facts/

https://www.biografiasyvidas.com/monografia/fleming/
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Bioquimica y Patologia Clinica (ByPC), Revista de la Asociacion
Bioquimica Argentina, tiene el objetivo de difundir articulos inéditos
y originales relacionados con aplicaciones de la bioquimica clinica en
todas sus especialidades en el campo asistencial y de investigacién
clinica humana, asi como en bioquimica animal y vegetal. ByPC esta
destinada a todos los profesionales de la salud interesados en estas
areas. BYyPC se publica cuatrimestralmente en ambos formatos, im-
preso (ISSN 1515-6761] y electrénico (ISSN 2250- 5903), sin costo
para los autores y no posee propésitos comerciales.

La Comisién de Revista de ByPC estd integrada de la siguiente manera:

Director:

Dr. Fernando D. Brites. Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires. Consejo Nacional de Investigaciones
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Los trabajos enviados a la Revista ByPC no deben haber sido publi-
cados en otra revista u 6rgano de difusion cientifica nacional o extran-
jero, tanto en forma impresa como electrénica. Para la preparacién
de manuscritos, se siguen los requerimientos del International Com-
mittee of Medical Journal Editors (ICMJE) disponible en http://www.
icmje.org. Se pueden consultar guias para publicaciones en http://
www.equatornetwork.org, en castellano en http:/www.espanol.equa-
tor-network.org. Una vez aprobada la publicacién del trabajo, ByPC re-
tiene los derechos de su reproduccidn total o parcial. Quienes deseen
reproducir material publicado en la revista deben solicitar permiso a
ByPC. Igualmente, para incluir material de otras fuentes con derechos
de autor en articulos a publicar en la revista, se debe obtener el corres-
pondiente permiso, y adjuntar copia del mismo al articulo propuesto
para publicacién. Para mayor informacién respecto a los derechos
de los autores, se recomienda consultar el documento disponible en
http://www.accesoabierto.net/ es/node/62.

1. Descripcién del proceso de revisién y edicion

La modalidad de revisién es por pares académicos a doble ciego.
Especificamente, la Comisién de Revista realiza una primera evalua-
cién del trabajo recibido y lo envia a 2 revisores, quienes deben ser
especialistas reconocidos en el rea de incumbencia del trabajo y no
deben pertenecer a la misma institucién de los autores ni guardar al-
guna relacion conocida con los mismos. Los articulos son enviados a
los revisores sin el nombre de los autores, lugar de trabajo, direccién
de correspondencia, ni los agradecimientos. Los revisores reciben el
trabajo completo acompafado de un formulario guia para la realiza-
cién de la revision con tépicos que la Comisién de Revista considera
imprescindibles para elaborar el dictamen final. La evaluacién efec-
tuada por los revisores debe ser remitida a la Comision de Revista
dentro de los 30 dias. El dictamen de los revisores es reservado, asi
como su identidad, y debe fundamentarse de modo explicito. En caso
de discrepancia en el dictamen de los revisores, la Comisién de Revis-
ta acudird a un tercer revisor que cumpla los mismos requisitos que
los anteriores. El dictamen es decidido por la Comisién de Revista y
es comunicado a los autores. Los resultados del dictamen pueden
ser: a) Aceptacion sin necesidad de modificaciones adicionales; b)
Sugerencia de cambios mayores; c) Sugerencia de cambios menores;
y d) Rechazo. Las criticas efectuadas al trabajo, asi como un eventual
rechazo deben estar debidamente justificados. Los resultados de la
evaluacion son inapelables.

Una vez que el trabajo ha sido aceptado y se ha efectuado la comu-
nicacion a los autores, se procede a la correccién de estilo y ortografica
del mismo, tanto en castellano como eninglés. A continuacion, se elabo-
rala prueba de galera, la cual es enviada a los autores, junto con instruc-
ciones para efectuar la correccién de la misma. Los autores cuentan con
5 dias habiles para devolver la prueba de galera corregida.

2. Requisitos para la remisién de manuscritos
* Doble espacio en todas las partes del manuscrito.
* Empezar cada seccién o componente en una nueva pagina.
* Revisar la secuencia: titulo; autores; lugares de trabajo; datos del
autor de correspondencia; resumen y palabras clave en castella-
no; titulo, resumen y palabras clave en inglés americano; introduc-
cién; materiales y métodos; resultados; discusion; agradecimien-
tos, referencias bibliograficas, leyendas de las figuras; tablas; y
figuras (cada uno en paginas separadas).
e Las ilustraciones no deben ser mas grandes que 203 x 254 mm.
* Incluir los permisos para reproducir material publicado previa-
mente o usar ilustraciones que pueden identificar a las personas.
* Incluir las transferencias de derechos de autor y otras solicitudes.

3.Carta

Carta dirigida al Director de la Revista en la cual se solicita la pu-
blicacién del articulo. Debe contener el titulo del trabajo, categoria a
la cual pertenece (ver item 4), nombre y apellido de todos los auto-
res, direccion, teléfonos y direccién 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 dltima versién del manus-
crito ha sido leida y aprobada por todos los autores.

Los trabajos deberan ser enviados por e-mail a la direccién:
revista@aba-online.org.ar.



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

b) Casos clinicos.

c) Revisiones.

d] Cartas al Editor.

e) Informes.

f) Guias o Consensos.

5. Preparacion de los manuscritos

5.1. Generalidades:

El archivo deberd ser nombrado solamente con el apellido del pri-
mer autor y la leyenda “y col.” si correspondiese (Ej.: Pérez y col.). El
texto debe estar dividido en secciones con los titulos de Introduccién,
Materiales y Métodos, Resultados y Discusién. Los articulos extensos
pueden requerir subtitulos dentro de algunas secciones (especial-
mente en las secciones de Resultados y Discusién) para aclarar sus
contenidos. Debe estar escrito en procesador de texto Word, en tama-
fio de pagina A4, con mérgenes de al menos 25 mm, empleando letra
Arial tamafio 12. Usar doble espacio, incluyendo la pagina del titulo,
resumen, texto, agradecimientos, referencias bibliograficas, tablas
individuales y leyendas. Numerar las paginas consecutivamente em-
pezando con la pagina del titulo. Poner el nimero de la pagina en la
esquina inferior derecha de cada pagina.

5.2. La primera pagina debe contener:

a) Eltitulo que debe ser conciso pero informativo.

b) El apellido y luego, separado por coma, los nombres completos de
los autores, o cual debe ir seguido de punto y coma, y los datos del
siguiente autor. A continuacién del nombre de cada autor, se debe
colocar, a modo de superindice, el nimero que haga referencia al
lugar de trabajo al que pertenece dicho autor. El autor al cual debe
ir dirigida la correspondencia debe ser destacado con un asterisco
también a modo de superindice (Ej.: Ramirez, Juan Carlos1*; Beni-
tez, Laura2; Romero, Mario1.).

c) Cada lugar de trabajo con el nimero asignado al autor correspon-
diente. No se deben emplear abreviaturas. Debe constar primero el
nombre del servicio o laboratorio, luego el correspondiente al depar-
tamento y por Ultimo el de |a institucidn, todo separado por comas y
seguido de punto. A continuacion, se debe incluir el nombre de |a ciu-
dad, la provincia y 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) Descargos, si hubiere.

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

f) Fuente (s) de financiamiento en la forma de betas, equipos, medica-
mentos o todos estos.

5.3. La segunda pégina debe contener:

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

b) Palabras clave. Los autores deben colocar, e identificar como tales,

tres a diez palabras clave o frases cortas que serviran para la indi-
zacion cruzada del articulo y deben ser publicadas con el articulo.

5.4. La tercera pagina debe contener:

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

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

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

5.5. Las paginas subsiguientes, comenzando cada secci6n en pagina

aparte, deben contener:

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

antecedentes del estudio (por ejemplo, la naturaleza del problema

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

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

observacién. Amenudo, la investigacion se centra con mas claridad

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

referencias que sean estrictamente pertinentes y no afiadir datos o

conclusiones del trabajo que se presenta.

Materiales y Métodos. Debe describir detalladamente los sujetos

experimentales, el equipamiento, los reactivos y los procedimien-

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

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

obtencién de consentimiento informado). Se recomienda dividir la

seccion 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 re-
sultados y los métodos estadisticos empleados, si correspondiese.
Estos deben ser descriptos con suficiente detalle para permitir que
un lector experto con acceso a los datos originales pueda comprobar
los resultados que se presentan. Cuando sea posible, cuantificar los
hallazgos y presentarlos con los indicadores de medida de error o de
incertidumbre adecuados (como los intervalos de confianza). Evitar
basarse Unicamente en |la comprobacién de hipétesis estadisticas,
como el uso de valores P, que no dan informacidn sobre la magnitud
del efecto. Siempre que sea posible, las referencias sobre el disefio
del estudio y los métodos estadisticos deberan corresponder a ma-
nuales o articulos clasicos (con los ndmeros de pagina incluidos).

Definir también los términos estadisticos, abreviaturas y la mayorfa

de simbolos. Especificar el software utilizado.

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

b



sea cientificamente adecuado, incluir andlisis en funcién de varia-

bles como la edad y el sexo.

Discusion. Destacar los aspectos mas novedosos e importantes del

estudio y las conclusiones que de ellos se deducen, contextualizan-

dolos en el conjunto de las evidencias mas accesibles. No repetir en
detalle datos u otro material que aparezca en la Introduccién o en
el apartado de Resultados. En el caso de estudios experimentales,
es Util empezar la discusion resumiendo brevemente los principa-
les resultados; a continuacién, explorar los posibles mecanismos o
explicaciones de dichos hallazgos, comparar y contrastar los resul-
tados con los de otros estudios relevantes, exponer las limitaciones
del estudio, y explorar las implicaciones de los resultados para fu-
turas investigaciones y para la practica clinica. Relacionar las con-
clusiones con los objetivos del estudio, evitando hacer afirmaciones
rotundas y sacar conclusiones que no estén debidamente respalda-
das por los datos. En particular, evitar afirmaciones sobre los costes

y beneficios econémicos a menos que el manuscrito incluya datos

econdmicos con sus correspondientes analisis. Evitar afirmaciones

o alusiones a aspectos de la investigacidn que no se hayan llevado a

término. Cabe la posibilidad de establecer nuevas hipétesis cuando

tengan base, pero calificandolas claramente como tales.

e) Agradecimientos. Una o més declaraciones deben especificar (a) Las
contribuciones que necesitan agradecerse pero que no justifican
una autoria, tales como apoyo general por una jefatura de departa-
mento; (b) Agradecimientos al apoyo técnico; (c) Agradecimiento al
apoyo financiero y material, que debe especificar la naturaleza del
apoyo; (d) Las relaciones que pueden tener un conflicto de intere-
ses. 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 descri-

n o«

tas -por ejemplo, “asesor cientifico”, “revisién critica de los propé-
sitos del estudio”, “recoleccién de informacién” o “participacién en
el ensayo clinico”; tales personas deben haber dado sus permisos
para ser mencionadas. Los autores son responsables de obtener los
permisos escritos de las personas a quienes se agradece, porque los
lectores pueden inferir su endosamiento de la informacién y conclu-
siones. La ayuda técnica debe ser agradecida en un parrafo aparte

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

6. 1. Citas bibliograficas:

Es la presentacion textual o resumida, de ideas expresadas por
otros autores que sirven de apoyo al investigador, se contraponen a lo
que €l dice o aportan mayor informacién sobre un tema determinado.
Las citas son un tipo de texto incrustado en otro texto.

Las citas en estilo Vancouver por lo general utilizan un sistema de
secuencia numérica. Son numeradas consecutivamente en el orden
de aparicién en el texto. Se identifican con nimeros arabigos entre
corchetes, ejemplo [1].

a) Tipo de citas
«Cita directa: La que se transcribe textualmente. Ejemplo: “La cita
textual breve, de menos de cinco renglones, se inserta dentro del
texto entre comillas, y el nimero correspondiente se coloca al final,
después de las comillas y antes del signo de Puntuacion” [3].
«(Cita corta: Menos de cinco renglones.
«Cita larga: Mas de cinco renglones. Se escribe fuera del texto, dejan-
do doble espacio y sangria, entre comillas y en bastardilla.
«(ita indirecta: Mencién de las ideas de un autor con palabras de
quien escribe. Se escribe dentro del texto sin comillas, el nimero de
la referencia se escribe inmediatamente después de citar su idea.
Ejemplo: La mortalidad infantil conduce a empeorar la calidad de vida
de Medellin [5].

b) Tipo de cita segin redaccién
«(Cita integral: Es aquella donde el nombre del autor forma parte de
la oracion. El nombre se integra dentro del texto. El nimero de la re-
ferencia se escribe después del apellido del autor y antes de citar su
idea. Ejemplos:
Como dice Londofio [5] la mortalidad infantil conduce a empeorar la
calidad de vida de Medellin. Cita Indirecta
Segun Sanz Pinyol [1] “Desde el punto de vista de la caracterizacién
de los discursos, en el aula suelen producirse diferentes géneros”
Cita directa
«Cita nointegral: No se menciona el nombre del autor dentro del tex-
to. Ejemplos:
€ la mortalidad infantil conduce a empeorar la calidad de vida de Me-
dellin [5]. Cita Indirecta
“Desde el punto de vista de la caracterizacion de los discursos, en el
aula suelen producirse diferentes géneros” [1]. Cita directa

6. 2. Referencias bibliograficas:

*Conjunto de datos suficientemente detallados que permite iden-
tificar un documento. Deben ser numeradas consecutivamente en el
orden en que son mencionadas en el texto. [dentificar 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 |a
primera identificacién en el texto del cuadro o figura particular.

eUsar el estilo basado en los formatos utilizados por el US Natio-
nal Library of Medicine (NLM] en el Index Medicus. Los titulos de las
revistas deben ser abreviados de acuerdo al estilo que utiliza el Index
Medicus. Consultar la lista de revistas indizadas en el Index Medicus,
publicado anualmente como una separata por laNLM y como una rela-
cion en el volumen del mes de enero del Index Medicus.

eEvitar el uso de los resimenes como referencias. Las referencias
a articulos aceptados pero no publicados deben ser designadas como
“en prensa” o “en avance”; los autores deben obtener permiso por es-
crito para citar tales articulos asi como la verificacién de que ellos han
sido aceptados para publicacién. La informacién de los manuscritos
remitidos pero no aceptados debe ser citada en el texto como “obser-
vaciones no publicadas” con el consentimiento escrito de los autores.

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

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

*El estilo de Requisitos Uniformes (de Vancouver) se basa principal-
mente en el estilo estdndar ANS| adaptado por laNLM para su base de datos.

a) Articulos de revistas
*Mencionar los seis primeros autores seguidos por et al (Nota: la
NLM ahora menciona hasta 25 autores; si hay mas de 25 autores,
la NLM menciona los 24 primeros, luego el dltimo autor seguido de
et aI]:Vega KJ, Pina |, Krevsky B. Heart transplantation is associated
with an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996jun 1; 124 (11): 980-3.
Como una opcidn, si una revista lleva paginacion continua a través
de un volumen (como muchas revistas médicas lo hacen), el mes y
el ndmero del volumen pueden ser omitidos: Vega KJ, Pina |, Krevsky
B. Heart transplantation is associated with an increased risk for pan-
creatobiliary disease. Ann Intern Med 1996; 124: 980-3.
*M3s de seis autores:
Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP, Ivanov E, et al.
Childhood leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year follow-up. Brj
Cancer 1996; 73: 1006-12.



*La organizacién como autor:
The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exerci-
se stress testing. Safety and performance guide-lines. Med J Aust
1996; 164:2824.
*Sin autor mencionado:
Cancer in South Africa (editorial]. S Afr Med J 1994; 84: 14.
*Articulo no escrito en inglés:
Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral inftapatellar seneruptur
hos tidligere frisk kv-vinne. Tdsskr Nor Laegeforen 1996; 116:412.
*Volumen con suplemento:
Shen M Zhang QF. Risk assessement of nikel carcinogenicity and
occupational lung cancer Environ Health Perspect 1394; 102 Suppl
1:275-82.
*NUmero 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:
0zben T, Nacirarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in non-
insulin dependent diabetes mellitus. Ann Clin Biochem 1995; 32 (Pt
3):303-6.
*NUmero con parte
People GH, Mills SM. One Hundred consecutive cases offlap lacera-
tions of the leg in ageing patients. N Z Med J 1994,107 (986 PH):
377-8.
*NdUmero sin volumen
Turan |, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle arthrodesis
in rheumatoid arthritis. Clin Orthop 1995; (320): 110-4.
*Sin nimero, ni volumen:
Browell DA, Lennard TW. Inmunologic status of the cancer patient
and the effects of blood transfusion on antitumor responses. Curr
Opin Gen Surg 1993; 325-33.
*Compaginacién en nimeros romanos:
Fisher GA, Sikie BI. Drug in clinical oncology and hematology. Intro-
duction. 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 disease [car-
ta]. Lancet 1996; 347 1337.
Clement J, De Bock R. Hematological complications of hantavirus ne-
phropathy (HVN] [resumen] Kidney Int 1992; 42: 1285.
*Articulo conteniendo una retractacién:
Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML. Ceruloplasmin gene defect asso-
ciated with epilepsy in EL mice [retraction de Garey CE, Schwarzman
AL, Rise ML. In: Nat Genet 1994; 6.: 426-31]. Nat Genet 1995,11: 104.
*Articulo retractado:
Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBPgene expresion during
mouse development (retractado en Invest Ophthalmo Vis Sci 1994;
35:31271. Invest Ophthalmol Vis Sci 1994; 35: 1083-8.
*Articulo con errata publicada:
Hamlim JA, Kahn AM. Herniorraphy in symptomatic patients fo-
llowing inguinal hernia repair [publicado con errata en West J Med
1995; 162.2781]. West J Med 1995; 162 28-31.

b) Libros y otras monografias
eAutor (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 IJ, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people.
New York; Churchill Linvingstone; 1996.
*Una organizacién como autor y editor:
Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medical pro-
gram. Washington (DC): The Institute; 1992).
eUn 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.

eLibro de congreso:
Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advancesiin clinical neurophy-
siology. Proceedings ofthe 10th International Congress ofEMG and
Clinical Neurophysiology; 199 Oct 1519; Kyoto, Japan. Amsterdam:
Elsevier;1996.
*Ponencia de un congreso:
Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy
and security in medical informatics. In: Lun KC. Degouler P, Piemme
TE, Rienhoff 0, editors MEDINFO 92 m Proceedings of the 7th World
Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10, Geneva, Switzer-
land. Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.

c) Informe cientifico o técnico
*Emitido por la agencia financiante o auspiciadora:
Smith P, Golladay K Payment for durable medical equipment billed
during skilled nursing facility stays. Final report Dallas (TX): Dept. of
Health and Human Services (US), Oficce of Evaluation and Inspec-
tions; 1994 Oct. Report N° HHSIGOEI69200860.
*Emitido por la agencia ejecutante:
Field MJ, Tranquada RE, FeasleyJC, editors. Health services re-
search: work force and educational issues. Washington: National
Academy Press; 1995. Contract N’AHCPR282942008. Sponsored by
the Agency for Health Care Policy and Research.

d) Disertacién
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, assig-
nance. Methods for procedures related to the electrophysiology of
the heart. US patent 5.529,067, 1995 Jun Material publicado.

f) Articulo de peri6dico
Lee G. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates
5000 admissions annually. The Washington Post 1996; jun 21; Sect.
A:3 (col5).

g) Material audiovisual
HIV+/AIDS: the facts and the future [videocassettel. St Louis (MO):
Mosby-Year Book 1995.

c] Material legal

h) Ley Pablica
Preventive Health Amendments of 1993, PubL. N° 103-183,107Stat,
2226 (Dec. 14, 1993]).

i) Dispositivo no decretado
Medical Records Confidentiality Act of 1995, S. 1360, 104th Cong.
1st Sess (1995).

j) Cédigo de regulaciones federales
Informed Consent, 42 C.F.R. Sect. 441. 257 (1995).

k) Material inédito
*En prensa o “en avance”:
Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Eng J
Med. En prensa 1997

1) Material electrénico
*Articulo de una revista en formato electrénico:
Morse SS. Factors in the emergence of infections diseases. Emerg
Infect Dis [serial on line] 1995 Jan-Mar [cited 1996Jun 5], 1(1):
[24 screens]. Available from: VRL: http.//www.cdc.gov/ncidod/EID/
eid. htm.
*Monografia en formato electrénico:
CDl, clinical dermatology illustrated [monograph on CD-ROM]. Ree-
ves JRT, Malbach H, CMEA Multimedia Group, producers. 2nd ed. Ver-
sion 20. San Diego: CMEA; 1995.
*Archivo computarizado:
Hemodynamics 111: the ups and downs of hemodynamics [compu-
ter program]. Version 2.2 Orlando (FL): Computarized Educational
Systems; 1993.



7. Tablas

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

8. Figuras

Todas la figuras deben agruparse a continuacién de las tablas,
cada una en pagina separada. Deberan estar numeradas secuencial-
mente con nimeros arabigos. Las fotografias y las figuras podran te-
ner colores, aunque en el caso de las figuras el fondo debe ser blanco.
El titulo de las figuras no debe incluirse junto a las mismas sino en
la seccién “Leyendas de Figuras”. En dicha leyenda debe incluirse el
titulo de la figura, la aclaracién de las abreviaturas empleadas y toda
lainformacién relacionada con |a 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 |a fuente y ademads enviar el permiso escrito otorgado por
el propietario intelectual de dicho material para que el mismo sea pu-
blicado en ByPC.

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

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

10. Ortografia y formas de expresién

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

*E| estadistico “p” debe ser escrito en mindscula.

*Enla expresién de los resultados, se debe dejar espacio entre la
cifras y los simbolos o las unidades (Ej.: p < 0,05; 32 + 2 ¢/1).

eUnidades: se deben emplear las unidades utilizadas mas fre-
cuentemente en nuestro medio para cada analito (Ej.: glucosa,
urea, acido Urico, lipidos, lipoproteinas, apoproteinas en mg/dl).

el as abreviaturas deben ser aclaradas la primera vez que apa-
recen en el texto ubicandolas entre paréntesis, a pesar de que se
trate de abreviaturas ampliamente conocidas (Ej. hemoglobina
(Hb.)). Asuvez, siembre deben ir seguidas de un punto.

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

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

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



EDITORIAL

La Bioquimica, expansion sin limites

Este serd el lema del 73° Congreso Argentino de Bioquimica,
organizado por la Asociacién Bioquimica Argentina para el mes
de agostode 2019.

Enlos dltimos afos, la bioquimica ha contribuido con muchos
descubrimientos revolucionarios, inventos y métodos innova-
dores que han ensanchado los limites del conocimiento con
gran repercusion para la salud y el bienestar.

Hoy, sus avances son usados en cientos de areas, desde la
genética hasta la biologia molecular, de la agricultura a la medi-
cina. La comprension de los mecanismos implicados en el can-
cer, las enfermedades neurodegenerativas, las enfermedades
raras y la bisqueda de nuevas vias para desarrollar farmacos
han cambiado la mirada de la ciencia. Hay que dedicar, ademas,
una especial atencién a los procesos relacionados con el enveje-
cimiento y profundizar la investigacién para encontrar los cami-
nos del presente y el futuro.

Por otra parte, la tecnologia ha influido en la bioquimica. Lain-
dustria ha logrado optimizar los instrumentos, permitiendo apli-
carmétodos de analisis de alta sensibilidad y exactitud como los
que suministran informacién en tiempo real y un mayor desarro-
llo cientifico.

Los avances tecnolégicos en la automatizacion de instru-
mentos han sido notables. Los sistemas miniaturizados, o sea
la reduccién de los componentes electrénicos al minimo para
ahorrar espacio en los equipos electrénicos, permitieron la utili-
zacion de tecnologias mas avanzadas.

Lastécnicas de lareaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
la electroforesis capilar, la PCR en tiempo real, el enzimoinmu-
noensayo con nano-sensores, Y las técnicas inmunométricas
para haptenos que tienen bajo peso molecular también nos ha-
blan del progreso y el cambio.

En la dltima década hemos asistido a un rapido avance en
protedmica, por el uso de los “microarrays” o “arrays” de protef-
nas; mikro [del griego, pequefio] y array (del inglés, distribucion
ordenada). Estos son una coleccién de biomoléculas ordenadas
en filas y columnas sobre un soporte sélido miniaturizado. Es
una de las tecnologias mas prometedoras para el estudio a gran
escala de proteomas complejos.

La secuenciacién del genoma ha significado un avance muy
importante en el terreno del conocimiento. Aunque todavia no se
han logrado predecir, diagnosticar y tratar muchas enfermeda-
des, la medicina se ha transformado como nunca gracias a este
hallazgo.

Por otro lado, los anticuerpos monoclonales son una pode-
rosa herramienta para el diagnéstico de laboratorio y un ins-
trumento cada vez mas utilizado en el tratamiento de diversas
enfermedades. La tecnologia actual de fabricacién de estos
anticuerpos permite nuevos disefios que pueden ampliar sus
posibles aplicaciones en medicina. Desde su invencién han de-
jado de ser una curiosidad biolégica para ser una forma de tra-
tamiento y diagnéstico muy importante en diversas enfermeda-
des. Siempre es un orgullo recordar que por el aporte que hizo a

la ciencia en el estudio de los anticuerpos monoclonales, el Dr.
Cesar Milstein recibid el premio Nébel de Medicina en 1984.

También los roles del bioquimico en la gestién han ido cam-
biando. Asi el bioquimico puede intervenir con fuerza, interac-
tuando con los equipos de salud en el marco de un nuevo para-
digma en el ejercicio profesional, que es el modelo de la “gestidn
clinica”. Segdn la definicion del John Hopkins Hospital (USA), la
gestion clinica es un redisefio organizativo cuyo objetivo es in-
volucrar al profesional sanitario en la toma de decisiones en la
practica clinica, orientada a obtener el maximo beneficio para el
paciente, abandonando el viejo modelo bioquimico centrado en
la técnica analitica, para dar lugar a uno nuevo, centrado en la
atencién del paciente.

Un gran cambio ha tenido el laboratorio de urgencias con la
llegada de los sistemas multiparamétricos que permiten la de-
terminacién simultanea de gases en sangre, oximetria, electroli-
tos, metabolitos como la glucosa, el lactato, la urea y creatinina,
ofreciendo un perfil del medio interno con 50 pl de sangre, en
menos de un minuto.

Otro de los grandes cambios es el concepto de “Gestién de
Calidad”, por medio del cual se coordinan adecuadamente todos
los recursos del laboratorio. La apuesta por la calidad implicauna
organizacién estructurada, con una secuencia ciclica de decisio-
nes y acciones basadas en una Politica de Calidad. También los
laboratorios han logrado, 0 estan encaminados a la certificacién
o alaacreditacion por organismos internacionales o nacionales.

Las soluciones informaticas para Laboratorio a través de los
softwares LIS (Laboratory Information Systems) surgieron en la
década de los 70, pero se siguen perfeccionando dindmicamen-
te acompariando la evolucién de la organizacién de los laborato-
rios para cubrir las nuevas necesidades.

Los colegas bioquimicos tienen una “adiccién” a la formacion,
habiéndose multiplicado en la Ultima década con la llegada de la
educacion a distancia, la que amplia las posibilidades de parti-
cipacion, generando oportunidades en un universo mas amplio
para los muchos profesionales que no podian capacitarse, ya
sea porque residen en lugares distantes de los grandes centros
urbanos, porque no disponen de tiempo para estudiar duran-
te su jornada normal o porque no pueden afrontar el costo o el
tiempo de traslado a los centros de educacién. Para todos ellos,
la educacidn a distancia es una solucién que asegura la equidad
en las oportunidades de capacitacion.

Por ultimo, no quiero dejar de mencionar un logro importante
para nuestra querida profesién, ocurrido cuando el Ministerio de
Salud de la Nacién aprueba las Especialidades de la Bioquimica
Clinica por sus Resoluciones: 1186/2013y 1341/2013.

Hoy hablamos de una profesién consolidada y sumamente
dinamica. Es un arma cargada de futuro, por eso podemos decir
“Bioquimica, expansién sin limites”.

Dra. Silvia B. Gonzalez
Presidente Asociacion Bioquimica Argentina (ABA)



m Nueva pueba diagndstica para anticuerpos en Miastenia Gravis basado en un sistema
de microparticulas fluorescentes libre de células

ARTICULO ORIGINAL

Nueva prueba diagndstica para autoanticuerpos en
Miastenia Gravis basado en un sistema de microparticulas
fluorescentes libre de células

Paz, Mariela Laura'?; Manuelli, Paula Natalia'; Gonzélez Maglio, Daniel Horacio®?; Aguirre, Florencia?; Villa, Andrés?; Leoni, Juliana?;
Barrantes, Francisco José.*

Y| aboratorio de Inmunologia Basica, Aplicada y Patolégica, Departamento de Microbiologia, Inmunologia y Biotecnologia, Catedra de
Inmunologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires, CABA, Argentina.

2CONICET-Universidad de Buenos Aires, CABA, Argentina.
3Seccién de Neuroinmunologia y Electrofisiologia, Divisién Neurologia, Hospital Ramos Mejia, CABA, Argentina.

4| aboratorio de Neurobiologia Molecular, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Facultad de Ciencias Médicas, UCA-CONICET,
CABA, Argentina.

Direccion de correspondencia: marielaurapaz@gmail.com

Resumen Introduccién: Se ha desarrollado una novedosa prueba diagndstica para la deteccién de autoanticuerpos
en pacientes con miastenia gravis. Este nuevo método, libre de células, es relativamente simple y consume
menos tiempo y materiales que el radioinmunoensayo estandar, método de referencia utilizado actualmente
en la clinica. Materiales y métodos: La prueba consiste en el uso de microparticulas de poliestireno recubier-
tas con el receptor de acetilcolina (se probaron dos fuentes de receptor de diferente origen), marcacion es-
pecifica del receptor con ligandos fluorescentes de alta afinidad (o-bungarotoxina-AlexaFluor o anticuerpos
anti-receptor policlonales provenientes de los sueros de pacientes diagnosticados con la enfermedad, segui-
dos de anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos), y deteccion por citometria de flujo. Resulta-
dos: Los valores de intensidad de fluorescencia media para los sueros positivos por la técnica de referencia
versus un pool de sueros humanos normales: mostraron una diferencia estadisticamente significativa para
los dos tipos de microparticulas sensibilizadas utilizadas. Conclusién: Las dos estrategias diferentes eva-
luadas fueron exitosas para la deteccién de autoanticuerpos en el suero de pacientes con miastenia gravis.
Adicionalmente esta prueba tiene el potencial para distinguir entre las distintas formas de los anticuerpos
anti-receptor de acetilcolina, y los resultados podrian correlacionarse con la severidad de la miastenia gra-
vis, pudiendo resultar un elemento predictivo de gran utilidad en el seguimiento de la evolucién clinica de la
enfermedad.

Palabras clave: receptor de acetilcolina, anticuerpos anti-receptor de acetilcolina, citometria de flujo, mi-
croparticulas, miastenia gravis.

Abstract Introduction: A new diagnostic test for the detection of autoantibodies for myasthenia gravis was deve-
loped. The new cell-free test is relatively simple and less time- and material-consuming than the standard
radioimmunoassay-based methodologies in current clinical practice. Materials and methods: The test invol-
ves the use of polystyrene microbeads coated with the nicotinic acetylcholine receptor protein (two different
sources of the receptor were tested), specific labeling of the protein with high-affinity fluorescent ligands
(AlexaFluor-at-bungarotoxin or polyclonal anti-receptor antibodies from sera of already diagnosed patients,
followed by secondary fluorescent-labeled antibodies), and detection by fluorescence flow cytometry. Re-
sults: mean fluorescence intensity for positive sera versus a pool of human normal sera: showed statistically
significant differences for the two receptor s source types used. Conclusion: The two different approaches
tested were successful for the detection of autoantibodies in sera from patients with myasthenia gravis. The
new test has the potentiality to distinguish between different autoantibody isoforms and subtypes, and the
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Introduccién

La miastenia gravis (MG) es una enfermedad autoinmune
mediada por autoanticuerpos patogénicos (ACRA) dirigidos
contra el receptor acetilcolina nicotinico (nAChR), la cual se ma-
nifiesta clinicamente con debilidad muscular [1,2]. La técnica
actual de referencia para detectar ACRA es el radioinmunoensa-
yo (RIA), un método costoso y nocivo para el medioambiente.
Se han realizado intentos para sustituir al RIA con ensayos de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), pero, hasta el mo-
mento, no se ha podido alcanzar la alta sensibilidad que posee
elRIA[3,4].

El objetivo principal de este trabajo fue desarrollar un méto-
do alternativo, simple y ecolégicamente amigable, para la me-
dicién de ACRA. La metodologia se basa en la inmovilizacién del
nAChR en particulas de poliestireno, su interaccion con sondas
fluorescentes y su deteccion por citometria de flujo.

EInAChR es un canal iénico pentamérico regulado por ligando
condosisoformas: laneuronal y lamuscular. La dltima esta con-
formada por tres cadenas diferentes (3, 8, y 0 €] y dos cadenas
a idénticas, las cuales poseen el sitio de union a los ligandos
[5]. El ligando natural del receptor es la acetilcolina, pero las
subunidades alfa pueden también unir antagonistas, como la
neurotoxina altamente especifica derivada de un veneno de vi-
bora, denominada a-bungarotoxina (BTX) [6,7]. Los pacientes
con MG poseen autoanticuerpos anti-receptor de acetilcolina
(ACRA] que son los marcadores seroldgicos de la enfermedad
[1]. Existen tres tipos de ACRA: de uni6n, bloqueantes y modula-
dores. Los primeros pueden unirse a cualquier sitio del receptor,
los segundos se unen al sitio de unién a ligandos en la interface
de la subunidad o con una subunidad no-a, y el tercer tipo no
s6lo es capaz de unirse al nAChR, sino que ademas desencade-
na su internalizacién y reciclado [8].

El objetivo a largo plazo de este desarrollo es poder detectar
de manera simultanea y en un mismo ensayo los ACRA de unién
y blogueantes, utilizando sondas fluorescentes con diferente
longitud de onda de emision para distinguirlos.

Materiales y Métodos

Las muestras de suero de pacientes y de voluntarios
sanos se obtuvieron del Servicio de Neuroinmunologia del
Hospital Ramos Mejia, Consultorio de Miastenia Gravis, Bue-
nos Aires, Argentina. Todos los estudios se llevaron a cabo
bajo un protocolo aprobado por el Comité de Etica de dicho
Hospital y todas las muestras se obtuvieron con un consen-
timiento informado firmado por los individuos involucrados.
El estudio se llevé a cabo de acuerdo con los estandares
éticos declarados en el Cédigo de Etica de la Declaracién de
Helsinki de 1964.

El primer paso del procedimiento de esta nueva técnica
analitica consistio en recubrir (sensibilizar] la superficie de
microparticulas de poliestireno de 4 pm (Spherotech, Inc)
con el nAChR (70 pg / 100 cm? de microparticulas). Dos

fuentes diferentes de receptor fueron evaluadas: nAChR
del 6rgano eléctrico de Torpedo califérnica (Tc, Aquatic Re-
search Consultants] purificado por cromatografia de afini-
dad [9,10];y nAChR de un extracto de musculo bovino (Bm)
purificado por cromatografia de intercambio iénico [11,12].

Para la preparacidn de las microparticulas sensibilizadas
se mezclaron 1,4 pl de microparticulas de poliestireno (1
cm? 0 2 x 10® particulas) con 2,3 pl de nAChR de Tc (0,6 ug)
0 1 plde Bm (0,7 pg), en un volumen final de 20 pl en buffer
isoténico salino (IBS) (2,3 mM NaH,P0y; 14,2 mM NayHPQy;
140 mM NaCl; 3,8 mM KCl}, y se incubaron durante 16 hs a
4°Cenun agitador orbital. La mezcla luego fue centrifugada
a 5.000 x g por 10 min y el sobrenadante fue descartado.
El pellet fue resuspendido en 20 ul de IBS-BSA (0,5 % p/v
seroalbdmina bovina en IBS] y la suspensién incubada por
1 h a temperatura ambiente en un agitador orbital, con el
objetivo de bloquear todos los sitios libres no sensibilizados
con el receptor. La preparacion fue centrifugada a 5.000 x
g por 10 min nuevamente, el sobrenadante fue descartado
y el pellet resuspendido en 20 pl de IBS (resultando en una
suspensién de 1 x 10° microparticulas-nAChR por pl). La
suspension se almacend a 4 °C hasta su uso.

Cubreobjetos de vidrio de 15 mm No. 1,5 fueron limpia-
dos intensamente y secados [13]. Luego los mismos fue-
ron recubiertos con una solucién de polilisina (0,1 mg/mL)
por 5 min a temperatura ambiente y el exceso de solucién
se dejo escurrir y secar totalmente.

Las microparticulas (1x10%) sensibilizadas con nAChR de
Tc o musculo bovino respectivamente, fueron colocadas so-
bre los cubreobjetos recubiertos con polilisina, permitiendo
su inmovilizacién durante 16 hs a 4 °C. Todas las incubacio-
nes fueron realizadas en cdmara himeda. Los cubreobjetos
fueron luego lavados e incubados con los siguientes ligan-
dos fluorescentes por 1h a temperatura ambiente: i) o.-BTX-
AlexaFluor®®® (1 uM, Invitrogen), i) a.-BTX-AlexaFluor>®> (1
uM, Invitrogen) y iii) un suero ACRA positivo de un paciente
diagnosticado con MG, como anticuerpo primario (suero A,
1:100, valor ACRA por RIA 3,71 nmoles/l]. En el dltimo caso
fueron realizados dos lavados con buffer fosfato salino
(PBS] antes del agregado del anticuerpo secundario anti-
Igs humanas-FITC (1:200, Bethyl), con 1 h de incubacion a
temperatura ambiente en oscuridad. Luego de dos lavados
mas con PBS. Los cubreobjetos se montaron en cadmaras de
perfusion especialmente disefiadas, se agregd PBS y final-
mente la fluorescencia fue observada en un microscopio
de epifluorescencia hecho a medida. Este microscopio fue
construido por uno de los grupos de trabajo (F.J. Barrantes]),
y funciona actualmente en el laboratorio de Neurobiologia
Molecular a su cargo. Dicho microscopio, el primero de su
tipo en el pais, opera en epifluorescencia de campo ancho,
microscopia estocastica de molécula unica (STORM] y de
fotoactivacion (PALM] en super-resolucién. Las imagenes
fueron adquiridas utilizando un objetivo de inmersién 100
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X de 1,49 N.A. (Nikon) bajo una iluminacion con diodos de
emisién de luz (LED) (Tolket, Argentina), utilizando el pa-
quete de software de imagenes SlideBook (Intelligent Ima-
ging Innovations).

En otra serie de experimentos, las microparticulas sensibi-
lizadas con nAChR de Tc o musculo bovino respectivamente,
fueron marcadas en solucién y sometidas a una citometria
de flujo utilizando un citémetro PAS IIl PARTEC. Brevemente,
cada tubo conteniendo 1 x 10° microparticulas sensibilizadas
fue incubado con a-BTX-AlexaFluor*®® (1 uM) o diferentes
sueros humanos normales (SHN, 1:50]) o diferentes sueros
ACRA + (1:50) y anticuerpos secundarios-FITC {1:100]. Debe
mencionarse que los sueros ACRA + evaluados de pacien-
tes con MG (n =5, A a E) fueron previamente valorados por
RIA, y clasificados como ACRA + (> 0,5 nmol/I). Lo mismo se
realizd para las muestras de SHN (n = 5], que resultaron ser
todas negativas por RIA (< 0,1 nmol/l) y luego, también, por
citometria de flujo. Posteriormente, se juntaron alicuotas de
cada uno de ellos para conformar un pool negativo, para su
uso futuro y se le midié nuevamente su valor de ACRA por RIA,
resultando también negativo (< 0,1 nmol/L).

Para el ensayo de citometria de flujo, 1 pl de las micropar-

ticulas de poliestireno sensibilizadas se mezclaron con el
volumen apropiado de cada sonda fluorescente primaria y se
incubaron durante 16 hs a 4 ° C en un agitador orbital en un
volumen final de 50 pl. Después, las suspensiones fueron la-
vadas dos veces con PBS utilizando un equipo que consta de
placas de 96 pocillos y su correspondiente sistema de vacio
(MultiScreenHTS, Millipore). Cada suspensidn - muestra se co-
loca en un pocillo, donde cada pocillo posee un filtro de PVDF
de 0,45 pm, a continuacién se aplica vacio, elimindndose de
este modo la porcién liquida de la suspension y quedando
retenidas las microparticulas. De este modo pueden realizar-
se varios lavados de manera muy sencilla y répida, evitando
los pasos de centrifugacién con su consecuente pérdida de
material. Las microparticulas fueron resuspendidas adicio-
nando 20 pl de PBS a cada pocillo y luego incubadas con los
anticuerpos secundarios por 1 h a temperatura ambiente en
un agitador orbital {100 rpm]), en el caso que correspondiese.
Las microparticulas fueron lavadas tres veces con PBS, re-
suspendidas en 100 pl de PBS y sometidas a |a citometria de
flujo. Alrededor de 20.000 eventos se registraron para cada
condicién. La Intensidad de Fluorescencia Media (IFM] fue
calculada para cada muestra (incluyendo el control de auto-
fluorescencia, conteniendo sélo microparticulas sensibiliza-
das sin marcar].

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Figura 1. Imégenes de microscopia de fluorescencia mostrando las microparticulas sensibilizadas con nAChR-Tc, incubadas con a)

o-BTX-AlexaFluor®>® y c) suero del paciente A con MG, ACRA+. Las microparticulas sensibilizadas con nAChR-Bm, incubadas con b)
o-BTX-AlexaFluor®® y d] suero del paciente A con MG, ACRA+.
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Los datos de citometria de flujo fueron analizados con el
software FlowJo. El andlisis estadistico se llevé a cabo con
el software GraphPad-Instat, y los graficos de barras con
GraphPad-Prism. Para comparar grupos se aplicé un ANOVA
unidireccional con post-test de Tukey. Los resultados se en-
cuentran expresados como la media + desvio estandar de
tres ensayos independientes.

Resultados

Las imagenes de microscopia de fluorescencia muestran
que las microparticulas se sensibilizaron eficazmente con los
dos tipos de nAChR, ya que ambos tipos de receptores pudie-
ron ser reconocidos por la a-BTX marcada con fluorocromo, asi
como también por los ACRA presentes en el suero del paciente A
con MG (Figura 1].

Cuando los SHN fueron evaluados por citometria de flujo (n =
5] con los dos tipos de particulas sensibilizadas, su IFM resulté
muy similar entre ellos, y con sefiales inferiores a las muestras
positivas (Figura 2).

El pool conformado por los cinco SHN se us6 luego como con-
trol negativo, siendo su valor de ACRA por la técnica de referencia
también negativo (< 0,1 nmol/l}. El control de unién inespecifica
delanticuerpo secundario anti-lgs humanas conjugado con FITC
a las particulas sensibilizadas, arrojé un valor de IFM similar al
del control de autofluorescencia (datos no mostrados).

Los analisis de las citometrias de flujo muestran resultados
positivos para los dos tipos de microparticulas sensibilizadas.
ParaTc, IFM: autofluorescencia vs BTX (p < 0,05), SHN vs sueros
C,D,E (p<0,001) A B [p < 0,05). Para Bm, IFM: AF vs BTX (p <
0,01],SHNvs suerosA,C,D (p<0,001) E (p<0,01) B (p<0,05)
(Figura 3).

Discusion

Las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescen-
cia con las microparticulas sensibilizadas y marcadas con
las diferentes sondas confirman que ambos tipos de recep-
tor, provenientes de distintas fuentes biol6gicas (6rgano
eléctrico y musculo esquelético), se han adherido a la su-
perficie de las microparticulas de poliestireno. La microsco-
pia se realizé de manera cualitativa para estimar el estado
de sensibilizacién de las microparticulas, ya que la cuanti-
ficacién puede realizarse de manera exitosa y automatica
en el citdmetro de flujo. Los resultados fueron positivos, co-
rroborados por el hecho de que las microparticulas sensibi-
lizadas con Tc y Bm pudieron ser reconocidas no sélo por un
suero ACRA+, sino también por diferentes a-BTXs marcadas
con distintos fluorocromos.

El analisis cuantitativo realizado por citometria de flu-
jo muestra que los sueros de diferentes pacientes con MG
ACRA+ fueron capaces de reconocer las microparticulas
sensibilizadas con nAChR, proveniente tanto de érgano
eléctrico como de musculo esquelético. Cuando las mi-
croparticulas sensibilizadas fueron incubadas con sueros
humanos normales, también pudo detectarse una fluores-
cencia mayor al valor del control de autofluorescencia, pero
menor a las sefiales positivas. Esta observacién es muy co-
mun cuando se trabaja con sueros humanos, debido a las
interacciones inespecificas que suelen ocurrir. Estos sueros
utilizados como controles negativos fueron también negati-
vos por la técnica de referencia (< 0,1 nmol/1].

Los sueros utilizados como muestras positivas fueron
confirmados también por RIA, observandose valores posi-
tivos de entre 1,1 y 82 nmol/| (> 0,50 nmol/l se considera
positivo).

Figura 2. Citometria de flujo de microparticulas sensibilizadas con nAChR-Bm. a) Grafico de puntos que muestra la seleccién de la
poblacién de microparticulas individuales sobre las que se mide posteriormente la IFM. b) Histograma que muestra la deteccion de
fluorescencia en el canal FL1 para FITC. Las microparticulas se incubaron con diferentes sueros humanos normales (n=5, SHN] yun
suero del paciente C con MG, ACRA+, seguido de un anticuerpo secundario anti-Ig6 humana marcado con FITC.
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Cuando se analizé la correlacién entre la IFM, obtenida
con los dos tipos de microparticulas sensibilizadas y los va-
lores de ACRA por RIA, no se pudo establecer una correlacién
estadisticamente significativa. Como estos ensayos son los
primeros realizados para la evaluacién de esta nueva meto-
dologia, se asume que deben ensayarse mas sueros para
validar el método, y para verificar si hay unareal correlacién
entre las dos técnicas.

El objetivo final del trabajo es detectar de manera simul-
tédnea los dos tipos de ACRA (de unidn y bloqueantes) y, lue-
go, transferir la técnica a los centros de salud. Esto podria
ser beneficioso especialmente en un pais como la Argenti-
na, donde actualmente en la clinica no se discrimina el tipo
de ACRA que se mide y los médicos sdlo son informados so-
bre el estado ACRA positivo o negativo de los pacientes.

Metodologias alternativas evaluadas previamente para
detectar ACRA por citometria de flujo consistieron en el uso
de células viables [14,15]. El uso de células viables en una
técnica para el uso diario en la clinica tiene muchas limita-
ciones, incluyendo las dificultades en la estandarizacién.
Esto se debe a variaciones entre lotes de células por cau-
sa de diferentes condiciones de cultivo; la necesidad de un
cultivo viable inmediatamente previo al procedimiento diag-
néstico, el cual puede demorar hasta una semana si el tra-
bajo comienza con un vial congelado de un banco de células;
y finalmente la impracticabilidad de controles de calidad
inter-laboratorios para validar los resultados. Todas estas
desventajas pueden obviarse utilizando métodos alternati-
vos que no dependan del uso de células viables, como el que
se propone en el presente trabajo.

Esta nueva prueba diagndstica libre de células ha sido
exitosa en la deteccién de autoanticuerpos en sueros de
diferentes pacientes con MG, los cuales fueron positivos

por la técnica de referencia. Los dos tipos de preparaciones
del receptor, provenientes de diferentes fuentes biolégi-
cas utilizadas para sensibilizar las microparticulas, fueron
igualmente reconocidas por las sondas fluorescentes que
se usaron, incluyendo los autoanticuerpos.

Este método esta todavia en proceso de desarrollo y es
necesario ensayar mas sueros para corroborar totalmente
su validez y reproducibilidad, calcular los pardmetros de es-
pecificidad y sensibilidad, y establecer una correlacién con
la técnica de referencia.

La aplicacién de la metodologia alternativa aqui descrip-
ta podria facilitar la correlacién entre los titulos ACRA y los
subtipos ACRA con la gravedad de |la enfermedad. Esto, a su
vez, podria utilizarse para predecir la evolucidn clinica de la
patologia y, eventualmente, junto con otros biomarcadores
que reflejen el comportamiento clinico de la MG, resultar en
un manejo terapéutico mas apropiado de esta enfermedad.
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Figura 3. Citometria de flujo de microparticulas sensibilizadas con nAChR purificado de a) Torpedo califérnica (Tc) y b) mudsculo bo-
vino (Bm). El gréfico de barras muestra la IFM y el andlisis estadistico: ANOVA unidireccional con post-test de Tukey, * p < 0,05, **p <
0,01, **p < 0,001. Las microparticulas se incubaron con: PBS (control de autofluorescencia -AFL), o-BTX-AlexaFluor*®8 (BTX], pool
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Resumen

Los cambios en el estilo de vida han incrementado |a prevalencia de obesidad mundial asociada al
aumento de la morbimortalidad, generando costos irracionales. El objetivo de este estudio fue evaluar
los factores de riesgo para Sindrome Metabdlico en una poblacién patagdnica argentina. Se estudiaron
tres grupos de la ciudad de Comodoro Rivadavia. G1: 67 embarazadas (semana 16 de gesta); G2: 317
nifios (6 a 11 afios) y G3: 496 adolescentes (12 a 16 afos). Se evalud peso, talla, indice de masa cor-
poral y circunferencia de cintura y en las embarazadas, altura uterina (semana 20). Se midid la tensién
arterial sistélica y diastélica y se determiné glucemia, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL Yy
triglicéridos (espectrofotometria). Se consignaron datos sobre estilo de vida (encuesta validada). G1
presentd 28,1 % de sobrepeso y 10,6 % de obesidad (indice de masa corporal vs edad gestacional] y
correlacién estadisticamente significativa entre el indice de masa corporal y la tensién arterial sistdli-
ca y diastdlica (r=0,36;r = 0,44, respectivamente, p < 0,01]. G2: 53,2 % de varones y 50,5 % de nifias
eran sobrepeso/obesos y los factores de riesgo mas prevalentes fueron la hipertrigliceridemia, hiper-
tension arterial y disminucién de C-HDL. G3: 40 % presenté sobrepeso u obesidad y mayores niveles de
tensién arterial sistélica y diastdlica, glucemia y trigliceridemia y menor concentracion de C-HDL (p <
0,01). El consumo de alimentos densamente caldricos y escasa actividad fisica fueron caracteristicos
en esta poblacién. Resulta urgente implementar politicas basadas en programas de prevencién de la
obesidad y factores de riesgo asociados.

Palabras clave: Factores de riesgo, poblacion infantojuvenil, embarazo, sindrome metabdlico, Patagonia.
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Lifestyle changes have increased the prevalence of obesity all over the world. Obesity, which is in
turn associated with chronic diseases, is one of the main problems of public health, causing high costs
in the sanitary systems. Objective: To determine risk factors for metabolic syndrome in a population
from Argentine Patagonia. Materials and methods: We studied three groups from Comodoro Rivadavia,
Chubut, Argentina: Group1: 67 pregnant women 16 weeks of gestation}; Group 2: 317 children (6 to
11 years old); and Group 3: 496 adolescents (12 to 16 years old]. Weight, height, body mass index
and waist circumference were evaluated. In pregnant women, uterine height was also measured (20
weeks of gestation). Blood pressure was evaluated and a fasting blood sample was taken. Glycemia,
total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol and triglycerides were measured (spectrophoto-
metry]. Lifestyle data were evaluated (validated survey). Results: Group 1: 28.1 % were overweight
while 10.6 % were obese (body mass index by gestational week] and there was a statistical correlation
between body mass index and systolic and diastolic blood pressure (r=0.36;r=0.44 respectively; p <
0.01). Group 2: 53.2 % of boys and 50.5 % of girls were overweight / obese and the most prevalent risk
factors for metabolic syndrome were hypertriglyceridemia, hypertension and low HDL-C. Group 3:40.0
% were overweight / obese and presented higher systolic and diastolic blood pressure, glycemia and
triglyceride levels, in addition to lower HDL-C concentration (p < 0.01). Consumption of food with high
caloric density and low physical activity were the main characteristics of this population. Conclusion:
The implementation of policies based on programs for both prevention and management of obesity
and associated risk factors should become a public health priority.

Key words: risk factors, children and adolescent population, pregnant, metabolic syndrome, Patagonia.
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Introduccién

La obesidad estd asociada a varias enfermedades croni-
cas, entre las que se destaca el sindrome metabdlico (SM],
cuyos factores de riesgo han sido observados en fases ini-
ciales delavida favoreciendo el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. Entre los factores de riesgo se consideran
el aumento de triglicéridos, la disminucién de colesterol
HDL, la hipertensién arterial y la obesidad abdominal, los
que se asocian a la resistencia insulinica. Todos estos fac-
tores en conjunto predicen mejor el riesgo cardiometabdlico
que de manera individual. La patogénesis del SM tiene mul-
tiples origenes, pero la obesidad y el estilo de vida combi-
nados con una dieta desequilibrada, ademas de factores
genéticos interactdan claramente para producir SM1.

Los cambios en los patrones de alimentacién y de acti-
vidad fisica han incrementado el desarrollo de obesidad a
nivel mundial. De acuerdo con la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS] esta se encuentra entre las primeras diez
causas de riesgo. En paises en vias de desarrollo, su pre-
valencia, ocupa el quinto lugar, siendo las mujeres en edad
reproductiva el grupo, cuyas cifras oscilan entre el 20 y el
34 %, mientras que en nifios y adolescentes rondan el 40
%2. En esta ultima franja etaria, la obesidad parece ser el
desencadenante mas importante de la resistencia a la in-
sulina, lo que convierte a los nifios y adolescentes obesos
en un grupo de riesgo para desarrollar SM3, En el caso de las
embarazadas la ganancia de peso gestacional (GPG) es un
fenémeno complejo influenciado no sélo por cambios fisio-
l6gicos y metabdlicos maternos, sino también por el meta-
bolismo placentario.

El mayor acceso a alimentos de bajo costo con alto con-
tenido energético, la poca actividad fisica diaria y una cre-
ciente dependencia de la tecnologia, son algunos aspectos
que caracterizan la vida moderna, sobre todo en el medio
urbano.

El componente hereditario de los procesos multifacto-
riales y complejos, involucrado en la obesidad, no puede
ser explicado sélo por cambios en la secuencia del ADN. Ac-
tualmente, se sabe que la epigenética, definida como una
forma de regulacién génica en células especializadas, que
no implica cambios en la secuencia del ADN, podria ser res-
ponsable de |a expresién de estas enfermedades crénicas
a través de varios tipos de marcas, que se agregan al ADN
o0 a la cromatina y que afectan la transcripcién de un gen
de manera transitoria o persistente4. Por ello, el ambiente
intrauterino, cobra vital importancia en el epigenotipo del
recién nacido.

El tejido adiposo se desarrolla en el feto humano a nivel
intrauterino. La adipogénesis se caracteriza por dos rebotes
adipocitarios; el primero, representado por el aumento en el
tamafo del adipocito y; el segundo, en el que se incrementa
su nimero, hecho que se observa entre los 6 y los 10 afios
de edad. La edad en la que ocurre el rebote de adiposidad en
el escolar es critica para el desarrollo posterior de la obesi-
dad. La aparicién de un rebote de adiposidad temprano se

asocia con un IMC mas elevado en |a adolescencia y al inicio
de la edad adulta®.

Educar en etapas tempranas de la vida en torno a la
adopcién de un estilo de vida saludable permite consolidar
determinadas conductas que marcaran el comportamiento
en el adulto. Este momento constituye una oportunidad Uni-
ca para reducir el impacto que la obesidad y los factores de
riesgo asociados al SM provocan sobre el propio individuo y
los sistemas de salud. Por ello, el objetivo del presente estu-
dio es determinar los factores de riesgo que favorecen el de-
sarrollo de SM en una poblacién patagénica argentina, con
el fin de proporcionar resultados que permitan establecer
politicas sanitarias tendientes a modificar su trayectoria.

Materiales y Métodos

Se trabajé con un disefio de tipo descriptivo de corte
transversal. El muestreo realizado en todos los grupos fue
no probabilistico consecutivo debiendo cumplirse los si-
guientes criterios de seleccidn:

De inclusion para G1: embarazadas entre 19 y 35 afos
que asistieron a centros publicos y privados de salud de la
ciudad de Comodoro Rivadavia, y que fuesen residentes al
menos 5 afios en lalocalidad. Para G2 y G3: alumnos entre 6
y 11 afos (62) yentre 12 y 16 afios (G3) que concurrieran
a un establecimiento educativo, padres que dieran el con-
sentimiento informado por escrito, nifios y adolescentes
que firmaran su asentimiento.

De exclusién para G1, G2 y G3: presentar alguna pato-
logia aguda al momento del estudio o antecedentes de
enfermedad crénica, renal, hepatica o tiroidea, o haber re-
cibido medicamentos que pudieran afectar el metabolismo
energético y/o lipidico 6 meses previos a la realizacién del
trabajo. El desarrollo del protocolo siguid las normas éticas
internacionales (Declaracién de Helsinki] y conté con la
aprobacién del Comité de Bioética de la Universidad Nacio-
nal de la Patagonia, San Juan Bosco.

Se midid el peso y la talla manteniendo a los voluntarios
de pie, con vestimenta ligera y descalzos en una balanza
modelo CAM” con una precision de + 0,5 kg y + 0,5 cm, res-
pectivamente. Se calculd el indice de masa corporal (IMC)
como la proporcién peso (kg] /talla2 (m2].

Para categorizar a los grupos como sobrepeso / obesos
se utilizaronen G1, las tablas proporcionadas por el Ministe-
rio de Salud de la Nacién Argentina® y en G2 y G3 el indicador
ZIMC (criterio OMS)?. Ademds, en G1 se midié la altura uteri-
na en la semana 16, mediante el uso de una cinta métrica,
tomando la distancia entre el hueso pubico y la parte ante-
rior del utero®.

En G2y G3, se tomd la medida de circunferencia de cintu-
ra a la mitad de la distancia que separa la Gltima costilla de
la crestailiaca utilizando como puntos de corte los propues-
tos por el CDC®.
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Determinaciones bioquimica
En una muestra de sangre obtenida con ayuno de 12 ho-

ras se evaluaron los siguientes parametros:

* Glucemia (G): método enzimatico (glucosa oxidasa).

* Colesterol total (CT): método enzimatico (colesterol oxi-
dasa/ peroxidasa).

* Colesterol-HDL (HDL): método enzimatico directo con em-
pleo de enzimas modificadas por polietilenglicol.

* Colesterol-LDL (LDL]): se calculd mediante el empleo de la
férmula de Friedewald: LDL = CT- [HDL + (TG /5] ].

En aquellas muestras cuyos valores de triglicéridos supe-

raban los 250 mg/dl, el colesterol-LDL se determiné por el

método enzimatico.

* Triglicéridos (TG): método enzimético (lipoproteinlipasa).

En todos los casos, el producto final de cada reaccién se midi6

en un analizador automatizado de quimica seca Vitros 350°.

Determinacién de presion arterial

Se utilizé un tensiémetro semidigitalico OM-ROM HEM-
431°, validado por la sociedad Europea de Hipertensién
Arterial para esta finalidad. Antes de la evaluacién, se soli-
citd a los voluntarios sentarse con la espalda apoyada en
el respaldo, con las piernas descruzadas y el brazo derecho
descubierto relajado y apoyado a la altura del corazén. Se
les indicd que no hablaran mientras se inflaba y desinflaba
el manguito. Se obtuvieron inicialmente tres tomas de pre-
sién, separadas por un minuto cada una de ellas. De las tres
tomas se promedid la segunda y la tercera para determinar

Factores de riesgo cardiometabdlico en embarazadas, nifios y adolescentes

la tension arterial media. Esta es la que se tuvo en cuenta
para categorizar a la poblacién en estudio como normoten-
sa o hipertensa en la consulta.

Encuesta semiestructurada

Se interrog6 sobre habitos alimentarios, actividad fisica
realizada (cuestionario IPAQ)® y horas de permanencia
frente a pantalla.

Andlisis estadistico

Los resultados descriptivos se expresaron como media-
na, cuartilos 25 (925)y 75 (975) | 3 asociacién univariada en-
tre variables se estudié a través del empleo de la correlacién
de Spearman (Rank-Order-Correlation]. Se evalud la diferen-
cia de medias de cada variable por el método de Wilcoxon-
Man-Whitney. Para el andlisis estadistico se utiliz6 el pro-
grama Stata 11.0 (StataCorp LP, CollegeStation,Texas)**.

Resultados

En la tabla | se observan las caracteristicas fisicas y
metabdlicas de los tres grupos estudiados. Alrededor de
un tercio de los participantes de cada grupo presentaron
sobrepeso u obesidad. Como puede observarse en la tabla,
se encontraron mayores niveles de glucemia y menores de
HDL en los grupos Sob / Ob, a pesar de que la diferencia no
se pudo demostrar estadisticamente.

Enlos tres grupos, se observé unincremento de la TAD en
aquellos voluntarios que mostraron Sob / Ob.

Tabla I. Caracteristicas fisicas y metabélicas de los tres grupos estudiados.

G1 G2 63
NP Sob/0b NP Sob/0b NP Sob/0b
n=41 n=26 n=153 n=164 n=310 n=186

AU

11,0 (10,0-12,0)* | 12,5(10,5-17,5)°

(cm)

[ccri] 56,0 (60,0-64,3)° | 76,0(70,0-84,0)° | 750(70,0-79,0)* | 89,0(83,0-975)°
[mgG[dL] 75,0(70,0-82,0)* | 80,0(71,5-84,5)* | 85,0(80,0-92,0)° | 88,0(84,0-93,0)° | 82,0(76,0-88,0)> | 86,0(79,0-92,0)°
[mgC[TdL] 159 (147 - 179)? 185 (156 — 192)° 163 (145-184)° | 164 (149-183)° 156 (143 - 175)° 154 (139 - 175)°
[m:?léu 52,0 (47,0 -60,0)° | 48,0(450-52,6)" | 60,0(53,0-71,0)° | 57,0(48,0-66,0)° | 550(48,0-62,0)> | 49,0(43,0-59,0)°
[ngD[(LjL] 90,0 (80,0~ 101)° | 100(83,0-103)° | 86,0 (750-100)" | 88,0(72,0-106)° | 89,0(73,0-102)° 89,0 (73,0 - 108)®
[m;fdu 105 (67,0 - 128)° 118 (100-130)° | 61,0(47,0-80,0)* | 82,0(56,0-118)> | 55,0(44,0-80,0)* | 71,0(53,0-105)°
[meAIS_Ig] 103 (93,7 - 112)° 110(100-113)® | 95,0(90,0-100)° | 100(92,0-110)? 104 (101 - 116)° 116 (110 — 124)°
[mT:EIg] 61,4 (56,6 —66,2)* | 66,1(58,4-73,8)" | 550(49,0-60,0)* | 550(52,0-60,0)" | 650(59,0-70,0)* | 66,0 (62,0-72,0)"°

» Mediana (025 - 075).025: cuartilo 25, 075: cuartilo 75, G1: Grupo 1, G2: Grupo2, G3: Grupo 3, NP: normopeso, Sob / Ob: sobrepeso / obesidad, AU:
altura uterina, CC: circunferencia de cintura, G: glucemia, CT: colesterol total, HDL: high density lipoprotein, LDL: low density lipoprotein, TG: trigli-
céridos, TAS: tensidn arterial sistélica, TAD: tension arterial diastdlica. Superindices distintos indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0,01).
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Discusion

La epidemia de obesidad no excluye a las mujeres en
edad reproductiva. Numerosas publicaciones muestran que
las mujeres que al momento de embarazarse tienen un IMC
normal, presentan mejor evolucién en el embarazo y el par-
to que aquellas que lo inician con sobrepeso u obesidad*?.
En este estudio, teniendo en cuenta el IMC en funcién de
la edad gestacional, el 28,1 % de las mujeres embarazadas
presentaron sobrepeso mientras que un 10,6 % eran obe-
sas. Los riesgos asociados con esta condicién incluyen hi-
pertension, diabetes gestacional, complicaciones durante
el parto y macrosomfa, entre otras'3. Se encontré una corre-
lacién estadisticamente significativa (p < 0,01) entre el IMC
ylaTAS (r=0,36) y la TAD (r = 0,44). El grupo de mujeres
con Sob / Ob presenté una TAD significativamente superior
(p<0,01).

Considerando el ZIMC, en G2 un 30,8 % de los varones
presenté sobrepeso y un 22,4 % obesidad, mientras que, en
las nifias, 22,4 % tenian sobrepeso y 28,1 % eran obesas. En
los adolescentes, un 40 % presentd sobrepeso u obesidad.
El sindrome metabdlico, que incluye entre otros factores
de riesgo a la obesidad, aumenta la aparicién de futuras
enfermedades crénicas. En este estudio, la frecuencia de
aparicion de factores de riesgo en nifios y nifas (G2), res-
pectivamente, fue: hipertrigliceridemia (21,7 % y 19,0 %),
disminucion de HDL (6,99 % y 4,02 %), hipertensién (6,99
%y 19,0 %). En G3, aquellos que presentaron sobrepeso u
obesidad tenfan mayores niveles de TAS, TAD, G y TG, y me-
nor concentracién de HDL (p < 0,01).

Los factores ambientales, son determinantes en el incre-
mento de la prevalencia de la obesidad*4. Dado que durante
los primeros afios de vida se forman conductas y habitos,
resulta indispensable educar en adopcién de estilos de
vida saludable. En las encuestas realizadas a los volunta-
rios se observé que el 15,7 % de las mujeres embarazadas
no desayunaban habitualmente y que de las que lo hacian,
un 31,3 % consumian desayunos no equilibrados. El 56,3 %
de las madres no realizaban actividad fisica y su dieta se
caracterizaba por consumo de alimentos con alto conteni-
do caldrico y escaso consumo de frutas y verduras. Todo
el grupo permanecia mas de 2 horas frente a algln tipo de
pantalla, principalmente teléfonos celulares. Tanto en el
grupo de infantes como en el de adolescentes, se observé
practicamente el mismo comportamiento, inactividad fisica
y consumo de alimentos con alto contenido caldrico.

Este estudio muestra la alta prevalencia de sobrepeso,
obesidad y factores de riesgo asociados en la poblacién
estudiada. Se requiere la colaboracién de diversos actores,
entre ellos las familias, escuela y demas entornos sociales
junto a la accién responsable del estado, en la implementa-
cion de politicas de control sobre la industria y la promocion,
de manera de poder proteger a la poblacion de la exposicion
a ambientes obesogénicos. De esta forma se contribuiria a
frenar el crecimiento epidémico de los factores de riesgo
para el sindrome metabdlico.
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Resumen La transtirretina humana (TTR) es una proteina homotetramérica esencial para el transporte de ti-
roxina y retinol en individuos sanos. Mutaciones puntuales, particularmente substituciones de valina
por metionina en posicién 30 (V30M], desestabilizan los complejos de TTR y dan lugar a la liberacién
de mondmeros (14 Kd, TTRm], responsables de la creacién de depdsitos amiloideos en el intersticio
de tejidos cardiacos y cerebrales. El andlisis en Western inmunoblot de plasmas humanos desnatura-
lizados por alta temperatura (95 C°, 10 minutos) en presencia del detergente iénico dodecyl sulfato de
sodio (SDS] y utilizando anticuerpos monoclonales (Mabs] contra la molécula total o suero policlonal
p71/98 dirigido contra la secuencia de aminoacidos 71 a 98 de TTR, detectan la presencia de TTRm,
tanto en individuos positivos (portadores) como negativos para la mutacién V30M. El suero policlonal
p?1/98 también identifica un polipéptido de 55-60 KD (TTRt) que corresponde a tetrdmeros de TTR
resistentes al tratamiento combinado de SDS y alta temperatura. El procesamiento de las muestras
en presencia de SDS, pero a temperatura ambiente, (desnaturalizacion parcial) produce un notable
incremento de TTRt y desaparicién paralela de la banda correspondiente a TTRm en plasmas de indi-
viduos normales, pero no en plasma de portadores V30M-positivos, en los que TTRm continda siendo
claramente detectable. Los resultados sugieren que una simple modificacion en el procesamiento de
las muestras plasmaticas puede convertir al Western inmunablot en una herramienta de utilidad para
el screening de plasmas de portadores de ésta y otras mutaciones desestabilizantes de la estructura
multimérica de TTR en el laboratorio clinico.

Palabras clave: amiloidea, transtirretina, Western inmunoblot, plasma humano, tetrdmeros.

Abstract Human transthyretin (TTR] is a homotetrameric protein essential for the transport of thyroxine and
retinol in plasma of healthy individuals. Point mutations, mainly a substitution of valine to methionine
at position 30 (V30M], result in disruption of TTR complexes and release of TTR monomers responsi-
ble for building amyloid deposits in the interstice of heart and brain tissues. Denaturing immunoblot
analysis of plasma samples, with either monoclonal antibodies (MAbs] raised against the whole TTR
molecule or with monospecific serum directed to the C-terminal track containing amino acid residues
71 to 98 (p71/98), readily identified the 14 Kd monomeric form of TTR in both V30M mutant-carrier
and in non-carrier individuals. P?1/98 also identified a 55-60 Kd polypeptide (TTRt) corresponding
to a fraction of TTR tetramers that either escape disruption by the combined use of SDS and heat
treatment and/or refolded during the first stages of PAGE/SDS running. Amilder treatment avoiding the
heating of plasma samples prior toimmunoblot resulted in a notable increase in TTRt and disappearan-
ce of monomeric TTR in samples from V30M-negative individuals but not in those from V30M-positive

SN 15156761 Ed. mpresa carriers where free TTR monomers are systematically detected by p71/98 serum. Our results suggest
ISSN2250-5003Ed.coRoM  that minimizing the TTR complex disruption before PAGE-SDS/ immunoblot analysis could be simple
Codigo Bibliogréfic:RBYPL  strategy to sort plasmas from V30M-positive and V30M-negative individuals in the clinical laboratory.
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Introduccién

La polineuropatia amiloidética familiar (FAP) es una en-
fermedad autosémica dominante caracterizada por el depé-
sito de material fibrilar formado por moléculas de TTR (TTR,
14 Kd, transportador plasmatico de tiroxina y retinol], que
se acumulan en el espacio intersticial de nervios periféri-
cos y tejido muscular cardiaco. Mutaciones de sustitucion
en la secuencia de TTR interfieren con su capacidad para
asociarse en tetrdmeros estables, dando por resultado un
exceso relativo de mondmeros libres, disponibles para la
formacién de depésitos amiloideos y el subsiguiente dafio
tisular (2,3,4). La mas comdn, entre cientos de mutaciones
puntuales ya descriptas, es la que codifica para la sustitu-
cién Val30Met en el extremo N terminal de la secuencia TTR
(5,6).

Entre las principales contribuciones del laboratorio cli-
nico al diagndstico de la enfermedad amiloiddtica se des-
tacan la inmunohistoquimica (IHC) y la espectroscopia de
masas (MS], en la identificacion de TTR en biopsias; asi
como también la secuenciacién del ADN gendmico en san-
gre periférica para detectar posibles portadores mutantes
(7,8,9,10,11]). El Western blot desnaturalizante (SDS-PAGE
seguido de inmunoblot] (12]) también ha demostrado ser
una herramienta analitica Util para detectar e identificar la
TTR monomérica en plasma y material amiloideo (13,14].
Sin embargo, esta técnica es inadecuada para diferenciar
moléculas de TTR mutantes de las formas no mutadas, ya
que en general no muestran diferencias en su comporta-
miento migratorio ni inmunoldgico. Por lo tanto, se descri-
be aqui una modificacién simple en el protocolo de Western
blot, con potencial para identificar plasmas de portadores
de la mutacionV30M y eventualmente otras también deses-
tabilizantes de la estructura multimérica de TTR.

Materiales y métodos

Muestras de plasma: se obtuvieron plasmas de pacien-
tes positivos o negativos para la mutacién V30M segun la
secuenciacién del genoma del exén 2 del gendelaTTRen el
Laboratorio Central del Hospital Italiano de la Ciudad de Bue-
nos Aires, a partir de muestras de sangre entera con EDTA, y
se almacenaron a -20°C hasta su analisis.

-Andlisis en SDS-PAGE e inmunotransferencia: el proce-
dimiento general para el andlisis SDS-PAGE e inmunoblots
en un formato mini Bio-Rad se describié anteriormente
(15). En un experimento tipico, 10 pl de plasma de porta-
dores V30M e individuos control (negativos para la muta-
cion V30M) se mezclaron independientemente con 10 pl
de buffer muestra 2X Laemmli (Tris 0,05 M pH: 6,5, SDS 6%,
mercaptoetanol al 10%) seguido de la adicion de 80 pl de 1X
del mismo tampén. La mezcla de 100 pl se dividié luego en
dos alicuotas idénticas que se calentaron a 95°C durante
10-15 minutos (muestra desnaturalizada, D) o se dejaron
a temperatura ambiente (parcialmente desnaturalizadas,
PD) hasta la carga del gel. Aproximadamente 20-25 pl de la
muestra total (equivalente a 2-3 pl de la muestra de plasma

Figura 1.
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» A) Secuencia completa de TTR (4cidos 1 a 127) expresada en célu-
las BL21DE3. Se destacan en azul y rojo las secuencias de aminoa-
cidos correspondientes a las proteinas recombinantes F127 y F74,
respectivamente. B) Perfil de tincién con Ponceau Red de proteinas
recombinantes, F127 y F74 que expresan la secuencia completa y
71 aminoacidos C terminales de TTR (calles 2 y 3, respectivamente)
y transferidos a nitrocelulosa después del andlisis en 12% PAGE-SDS
y antes de la incubacién con anticuerpos apropiados. Las bandas
de marcador en la calle 1 corresponden a pesos moleculares de 17,
25, 35, 40, 55,70, 100 y 130 Kd, respectivamente. C) Reactividad
de F127 y F74 con anticuerpos comerciales. Se mezclaron alicuotas
equivalentes de lisados de bacterias que expresan independien-
temente F171 y F74, se procesaron en PAGE / SDS, se transfirieron
y se analizaron contra el suero p?1 /98 (calle 4) y los anticuerpos
monoclonales MAbs #A, #B y #C (ver Mat y Métodos, en calles 5,6 y
7, respectivamente).

inicial) se cargaron en mini PAGE-SDS 12% y se transfirieron
anitrocelulosa (80mA/ 17V, 12 hs], que se bloqued con BSA
al 3% PBS seguido de incubacién con anticuerpos primarios
conjugados correspondientes, y desarrollo de sefial con qui-
mioluminiscencia (Pierce-ECL) y registro de datos con GBox
(Syngene-Sinoptics]. Se usaron eventualmente peines de
gel mas anchos (12 mm en lugar de los 5 mm normales)
para permitir la carga de mayores volumenes de muestras
de plasma (ver Figura 3A).
¢ (Clonacién y expresion en bacterias BL21-DE3: los frag-
mentos de ADN que codifican para la secuencia de la TTR
completa de 127 aminoacidos o0 aminoacidos terminales
74-C, se amplificaron mediante latécnica de la cadena de
la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction] usando
un ADN sintético (IDT) que contiene la secuencia de co-
dificacion TTR (16) como templado. Los fragmentos am-
plificados se clonaron en sitios Bam HI-Hind Il del vector
pET30a (Novagen-RifeSciences) y se expresaron como
proteinas recombinantes F127 y F74 en bacterias BL21-
DE3 tras lainduccién con IPTG.
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* Anticuerpos: cuatro anticuerpos comerciales dirigidos
contra la TTR humana, un anticuerpo policlonal de cone-
joy 3 MAbs de ratén, se ensayaron frente a fragmentos
recombinantes F127 y F74 en Western inmunoblot. Los
anticuerpos monoclonales se codificaron con letras en el
texto como: #A: MAb 7505 RyD, #B: clon MAb 10E1, Santa
Cruz y #C: Universidad Estatal de lowa-MAb CPTC-TTR-1.
Los tres MAbs se generaron contra la molécula de TTR
completa utilizada como inmunégeno de acuerdo con
sus respectivos proveedores. El conejo policlonal p71
/98 (PAS 35315, Thermo) se generd contra un péptido
sintético que contiene los residuos de 4cidos 71 a 98 de
la mitad C-terminal de TTR.

Resultados y discusién
Reactividad de anticuerpos comerciales frente a TTR
recombinante

La Figura 1Arepresenta 74 residuos de aminodcidos del
C-terminal y la secuencia completa de TTR (127 aminodci-
dos] en azul y rojo, respectivamente. Ambas secuencias
se expresaron en los polipéptidos recombinantes F74 y
F127, respectivamente. Las respectivas secuencias de
ADN se clonaron en el pldsmido de expresién pET30a bajo
el promotor T7 y se expresaron en bacterias BL21DE3 tras
lainduccion con IPTG (véase Materiales y Métodos]). La tin-
cién de Ponceau en la Figura 1B muestra el perfil de ambos
recombinantes después de corrida por separado en PAGE/
SDS y transferencia a membrana de nitrocelulosa (F127 y
F74, calles 2 y 3, respectivamente]. La Figura 1C muestra
el perfilinmunorreactivo del par recombinante F127 y F74

ante 4 anticuerpos especificos anti TTR. El anticuerpo de
conejo monoespecifico P71/98 producido contra un pép-
tido sintético que contiene los restos de aminoacidos 71
a 98 de la secuencia de TTR, reacciond con ambos recom-
binantes F127 y F74 (calle 4). Cada uno de los otros tres
MAbs alternativos, generados contra TTR entera, mostra-
ron reactividad con F127, pero no con F74, sugiriendo que
su sitio de unién mapea en los primeros 53 aminoacidos
N-terminales de TTR. Los resultados demuestran que el
suero p71/98 es el anticuerpo de eleccién para la identifi-
cacién de fragmentos C terminales de TTR (8].

Western blot de muestras de plasma post
desnaturalizacién completa o parcial

Se prob¢ la reactividad del suero p71/98 y una mezcla de
los tres MAbs anti TTR (MAb] contra 4 muestras de plasma de
individuos V30M-negativos, obtenidos en el LCHI. La Figura 2A
muestra el perfil del polipéptidos totales tefido con rojo Pon-
ceau correspondientes a las alicuotas de cuatro plasmas inde-
pendientes desnaturalizados (D) por calentamiento en buffer
de Laemmli (95-98°C 10 min), separadas en SDS-PAGE al 12%
y transferidas a nitrocelulosa. Se detectan una banda mayo-
ritaria entre los marcadores de 55y 70 Kd correspondiente a
seroalbdmina (SA) y una banda menor que corre mas rapido
que el marcador de 17 Kd e identificada como subunidad de
hemoglobina (H). Las Figuras 2B y 2C muestran el perfil de qui-
mioluminiscencia después de incubaciones secuenciales con
la mezcla MAb y con suero p71/98, respectivamente. Como se
esperabala mezcla de MAbs detectd una sola banda ligeramen-
te mas rapida que el marcador de 17 Kd e identificada como el

Figura 2.
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» A) Perfil de tincién de Ponceau Red de muestras plasmaticas. Cuatro muestras de plasma de individuos V30M negativos se desnaturalizaron con
calor (95-100 C°, 10 minutos) en buffer reductor de Laemmli, se analizaron en un mini gel SDS PAGE al 12%, se transfirieron a nitrocelulosa y se
tifieron (ver Mat y Métodos). La seroalbimina (SA, 65 Kd) y la cadena de hemoglobina (H, 12 Kd) son componentes principales (calles 1 a 4).
Enla calle 5, una mezcla de lisados desnaturalizados de bacterias BL21-DE3 que expresan F127 y F71 después de la induccion con IPTG. Las
puntas de flecha apuntan a los dos fragmentos expresados tefiidos con reactivo Ponceau Red. B) Inmunorreactividad con MAbs anti TTR. Perfil
de quimioluminiscencia obtenido después de la incubacién de la membrana mostrada en A, con una mezcla equivalente de los tres MAbs anti-
TTR #A #B, y #C (1: 200 cada uno, ver Mat y Métodos). TTRm: TTR monomérica y punta de flecha para el F127 detectado por la mezcla de MAbs
en la calle 5. C) Inmunorreactividad contra suero de conejo p7 1/ 98. Perfil quimio luminiscente obtenido después de una segunda incubacién
seguida a la descripta en el punto B, con anticuerpo policlonal de conejo dirigido a la secuencia aminoacidica 71-98 en el C-terminal de TTR (ver
Materiales y Métodos). Las puntas de flecha apuntan a F127 y F74, ambas reaccionan con pol 71/98. TTRt y TTRm son las formas tetraméricas

y monoméricas de TTR, respectivamente.
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mondémero plasmatico de TTR de 14 Kd (Fig. 2B, TTRm en las
calles 1a4). Enlacalle 5 se muestra la fuerte reactividad de la
mezcla de MAb con la recombinante F127, pero no conla F74.

El policlonal p?1-98 mostrd reactividad con TTR monomé-
rico, pero también con una banda heterogénea de 55-60 Kd
(TTRt] correspondiente a TTR tetramérica, que escapa a la rup-
tura con el tratamiento desnaturalizante y/o que se reasocia
durante las primeras etapas de la corrida en SDS-PAGE (Figura
2C, policlonal, calles 1 a4; 10,17).

Los resultados muestran la presencia de cantidades sig-
nificativas de TTR tetramérica, a pesar de las condiciones re-
lativamente drasticas del procesamiento de las muestras. El
caracter especifico de la banda designada como TTRt esta jus-
tificada por su marcada disminucién cuando la corrida se hace
en presencia de urea 6M en el gel separador y por la falta de
reactividad del policlonal p71/98 con cantidades equivalentes
o incluso mayores de BSA, que muestran una migracién similar
alaTTRt en estos geles (resultados no mostrados).

Por otra parte, los resultados confirman que tanto los MAbs
anti TTR, como el suero p71/98 son capaces de detectar TTR
mondmerica en muestras de plasma desnaturalizado por tra-
tamiento térmico y con SDS. También muestran la presencia de
moléculas de TTR tetraméricas resistentes al tratamiento com-
binado con SDS, calor y agente reductor destinado, al menos en

teorfa, a maximizar la ruptura de estructuras cuaternaria, ter-
ciaria y secundarias y a generar monémeros de TTR (12].

Acontinuacién, se indagg si un tratamiento menos drastico
de las muestras podria tener un impacto diferencial en el perfil
inmunoldgico de los plasmas provenientes de individuos positi-
vos (portadores) y negativos para la mutacion V30M.

La Figura 3A muestra el perfil inmunorreactivo con antisue-
ro p71/98 de plasmas provenientes de un individuo V30M-po-
sitivo y otro negativo para la mutacion después de tratamiento
con buffer, muestra con SDS y calentamiento a 95-100 C° (des-
naturalizados, D) o incubacidn a temperatura ambiente (des-
naturalizacion parcial, PD] por 15 minutos previos al anélisis
con SDS-PAGE (ver Materiales y Métodos). De acuerdo con lo
esperado, se observé la presencia de monémeros y tetrame-
ros de TTR en ambos plasmas procesados en condiciones de
desnaturalizacién total (calles D). El anlisis de idénticas ali-
cuotas de los mismos plasmas, después de desnaturalizacién
parcial (Figura 3A, calles PD] se detecté TTR monomérico sdlo
en la muestra del portador positivo de la mutaciénV30M. La in-
tensidad de las bandas correspondientes a TTRt fue significati-
vamente mayor en ambas muestras, en comparacién con sus
respectivas contrapartes sujetas a alta temperatura.

El resultado sugiere que minimizar la ruptura de oligéme-
ros de TTR durante el procesamiento de la muestra podria ser

Figura 3.
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» A) Western blotting de plasmas procesados por separado en condiciones desnaturalizantes (D) y parcialmente desnaturalizantes (PD). Ali-

cuotas de plasmas pertenecientes a un portador V30M positivo (V30M+) y a un individuo negativo para la mutacion (V30M -] se mezclaron
respectivamente con volimenes equivalentes de buffer muestra 2X conteniendo SDS y beta-mercaptoetanol, se dividieron en dos y se ca-
lentaron durante 10 minutos a 95-100 Co o se mantuvieron a temperatura ambiente (D y PD, respectivamente (véase Materiales y Métodos)
previo a su analisis por separado en inmunoblot con suero policlonal p?1/98. TTRhma: agregados de alto peso molecular. TTRt: TTR tetra-
mérica. TTRm: TTR monomérica. Las cabezas de flechas en las dos calles centrales de PD sefialan la banda de TTR monomérica claramente
detectable en la muestra V30M positiva pero apenas detectable, en niveles de background, en la control V30M negativa. Las bandas TTR mo-
noméricas mostraron un comportamiento de migracién idéntico independientemente del origen de la muestra o del tipo de procesamiento.
B) Anélisis de inmunoblot de alicuotas plasmaticas idénticas (3 ul equivalentes) obtenidas de 8 individuos independientes, tres portadores de la
mutacién V30M y 5 controles negativos analizados en condiciones desnaturalizantes (D) y parcialmente desnaturalizantes (PD]. La fraccion de
marca especifica asociada a las formas monoméricas (TTRm) fue consistentemente menor a la de las formas poliméricas (TTRty TTRhma), pero
siempre claramente superior al basal definido por los las muestras provenientes de carriers V30M negativos. Ademas, la deteccidn diferencial
de TTRm en muestras plasmaticas de 6 carriers V30M positivos, analizadas bajo condiciones parcialmente desnaturalizantes (PD] al tiempo del
procesamiento editorial de este manuscrito (no mostrado], confirma en su totalidad la hipé6tesis postulada en este trabajo.
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una estrategia valida para evidenciar el exceso de monémeros
libres esperable en plasmas de portadores con mutaciones
como la V30M, desestabilizadora de su estructura cuaternaria.

Esta hipétesis fue testeada con tres muestras alternativas
de plasmas provenientes de individuos no relacionados e identi-
ficados como portadores de V30M por secuenciacién genémica.

La Figura 3B (panel superior D) muestra el perfil inmu-
norreactivo de ocho alicuotas idénticas de plasmas de tres
portadores V30M-positivos y de cinco controles negativos,
analizados en condiciones de desnaturalizacién (D). Como se
esperaba, las ocho muestras desnaturalizadas por calor mues-
tran presencia de TTRm y una banda relativamente mas débil
de TTRt (distorsionada por la sobrecarga de HSA en las calles
respectivas). Por el contrario, el andlisis de alicuotas idénticas
procesadas a temperatura ambiente (panel PD) revelan ban-
das de TTRm de 14 Kd sélo enlas calles 1,4 y 7 correspondien-
tes a plasmas de portadores V30M-positivos. Como se mostré
en la Figura 3A, la cantidad de formas poliméricas de TTR (prin-
cipalmente TTRt y hma) estd claramente aumentada en com-
paracién con las muestras desnaturalizadas por calor.

Los resultados sugieren que una simple modificacién en el
procesamiento de plasmas provenientes de individuos en es-
tudio puede convertir al Western blot en una herramienta Util
para identificar a los portadores de la mutacién V30M, y even-
tualmente a portadores con mutaciones alternativas que ten-
ganimpacto en la estabilidad de TTRt.

A diferencia de la secuenciacién genémica y la asignacién
de mutaciones, que no son predictores absolutos de la forma-
cion de amiloides (18], la modificacién del protocolo de Wes-
tern blot propuesta aqui, apunta al analisis de una caracteris-
tica fenotipica directamente relacionada con el potencial para
formacion de amiloides, es decir la cantidad efectiva de TTT mo-
nomérica libre en plasma. El analisis de un mayor nimero de
muestras es necesario para validar este protocolo para su uso
clinico y confirmar si es capaz de detectar cambios en funcién
del tiempo en la concentracién de mondmeros de TTR libres en
plasma de individuos tratados con estabilizadores TTR (19]) y/o
establecer una correlacion significativa con la progresion de la
enfermedad.
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La sifilis es una enfermedad causada por Treponema pallidum. Es frecuente la coinfeccidn entre sifilis y
el virus de la inmunodeficiencia humana. En los Ultimos afios se ha percibido un aumento de nuevos casos
de sifilis en el Hospital Interzonal General de Agudos Prof. Dr. Rodolfo Rossi de |a ciudad de La Plata. Objetivo:
evaluar la frecuencia de casos de sifilis y analizar la coinfeccién con VIH, en el periodo comprendido entre
enerode 2014 yjuliode 2018, en este hospital de La Plata. Estudiar la distribucién segun sexo, rango etario
y los servicios solicitantes. Materiales y métodos: estudio retrospectivo longitudinal. Se recopilaron datos
de resultados de serologia para sifilis, coinfeccién con VIH, sexo, edad y servicio solicitante, entre enero de
2014 yjuliode 2018. Se incluyeron pacientes mayores de 16 afios. Resultados: El total de nuevos casos fue
de 3,42%, 2,69%, 3,26%, 4,16% y 5,46% en los anos estudiados con un p < 0,05. De estos, 13,23%, 22,59%,
19,48%, 21,74% y 10,23% corresponden a pacientes coinfectados con VIH respectivamente. Del total de
nuevos casos, 44%, 18%, 32%,47% y 50% corresponden a sexo femenino. Los principales servicios solicitan-
tes fueron Clinica médica (25,77%) y Unidad sanitaria (16,87%). Un 68% de los nuevos casos se encontra-
banentrelos 16y 34 afios. Conclusion: la frecuencia de los casos de sifilis aumenté significativamente en el
hospital Dr. Rossi en el periodo estudiado. El porcentaje de coinfeccién con VIH fue de 17,56%. El rango etario
donde se detectd el mayor nimero de casos se encuentra entre los 16 y 30 afios. Los principales servicios
solicitantes fueron clinica médica y unidades sanitarias.

Palabras claves: sifilis, virus de la inmunodeficiencia humana, coinfeccién.

Syphilis is a disease caused by Treponema pallidum, whose coinfection with Human Immunodeficiency
Virus (HIV] is frequent. At the Interzonal General Hospital of acute patients Prof. Dr. Rodolfo Rossi, from the
city of La Plata, we have perceived an increase in the number of new cases of syphilis in the last years. Ob-
jective: To evaluate the frequency of syphilis cases and coinfection with HIV at our hospital between January
of 2014 and July of 2018 and to study the distribution by sex, age range and requesting services. Material
and methods: We performed a retrospective longitudinal study, for which we collected results of serology for
syphilis, VIH coinfection, sex, age, and requesting services between January of 2014 and July of 2018, and
included patients older than 16 years old. Results: The total number of new cases was 3.42%, 2.69%, 3.26%,
4.16% and 5.46% in 2014, 2015, 2016, 2017 and 2018 respectively with a p < 0.05. From these, 13.23%,
22.59%, 19.48%, 21.74% and 10.23% corresponded to patients coinfected with HIV and 44%, 18%, 32%, 47%
and 50% corresponded to females. The main requesting services were the Clinic (25.77%) and Sanitary Units
(16.87%). Also, 68% of the new cases were between 16 and 34 years old. Conclusions: The frequency of
syphilis cases at Dr. Rossi hospital increased significantly between 2014 and 2018. The percentage of HIV
coinfection was of 17.56%. The age range at which we detected the highest number of cases was between
16 and 30 years old. The main requesting services were the Clinic and Sanitary Units.

Key words: syphilis, human immunodeficiency virus, coinfection.
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Introduccién

La sifilis es una enfermedad sistémica crénica humana
causada por la espiroqueta Treponema pallidum, subespe-
cie pallidum (T. pallidum). Ocurre en todo el mundo, varian-
do la incidencia con la distribucidn geografica y el entorno
socioecondmico. La enfermedad puede ser adquirida por
contacto sexual, de forma congénita a través de la placenta,
por transfusién de sangre humana contaminada y por ino-
culacién accidental directa. La via mas frecuente es la se-
xual. De acuerdo al rango etario, el grupo de individuos mas
afectados comprende aquellos entre los 15 a 30 afos (1-4).

Durante la década de los ochenta se produjo un
resurgimiento de la enfermedad con un desproporcionado
aumento de casos en los varones homosexuales que,
poco a poco, fue decreciendo debido a la adquisicién de
practicas sexuales mas seguras asociadas a la pandemia
del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Actualmente,
la introduccion del tratamiento antirretroviral de gran
actividad (TARGA] ha reducido la morbimortalidad de esta
infeccion, hasta ser considerada una enfermedad crénica.
Paralelamente a esta reduccién, se ha observado un
aumento de las enfermedades de transmision sexual (ETS])
debido a la pérdida del miedo al contagio del VIH y a un auge
de las conductas de riesgo en el &mbito sexual (5).

T. pallidum es capaz de penetrar en el organismo a través
de las membranas mucosas intactas o a través de heridas
en la piel. A partir de aqui, el microorganismo se disemina
por el cuerpo humano a través de los vasos linfaticos o san-
guineos.

Clinicamente, la sifilis se divide en una serie de etapas:
fase de incubacion, sifilis primaria, secundaria, latente y
tardfa. El periodo de incubacion medio es de tres semanas
(varia de tres a noventa dias) (4).

La fase primaria consiste en el desarrollo de la prime-
ra lesién en la piel o las mucosas, conocida como chancro
duro. El fluido seroso de la lesién contiene numerosos tre-
ponemas, los que son detectados por microscopia de cam-
po oscuro, que es la prueba diagndstica de eleccién en esta
etapa. La fase secundaria comienza al cabo de dos a doce
semanas después del contacto. En los condilomas, el diag-
néstico puede hacerse por microscopia de campo oscuro,
pero en general en este periodo el diagndstico es seroldgi-
co. Tras la sifilis secundaria, el paciente entra en un periodo
latente durante el cual el diagnéstico sélo se puede hacer
mediante pruebas serolégicas. La sifilis tardia se desarrolla
en mas de un tercio de los pacientes no tratados. Aproxima-
damente el 71% de los pacientes con sifilis tardia presentan
pruebas no treponémicas reactivas (la prueba de VDRL pre-
senta titulos bajos o puede negativizarse), pero las pruebas
treponémicas casi siempre son reactivas (4).

Las pruebas no treponémicas como la VDRL son las Uni-
cas reacciones Utiles en el seguimiento serolégico del pa-
ciente, mostrando la caida gradual del titulo en la curacién
o un incremento frente a un tratamiento inadecuado o una
reinfeccion.

La VDRL es una reaccién de floculacién, en la que el an-
tigeno utilizado estd compuesto por colesterol, lecitina y
cardiolipinas. Esta prueba no treponémica mide anticuer-
pos anti lipidicos IgG e IgM, los cuales son formados por el
huésped en respuesta al material lipidico liberado de las cé-
lulas del huésped dafiadas. A causa del antigeno utilizado,
esta prueba puede presentar resultados reactivos en otras
condiciones como colagenopatias, parasitosis, drogadic-
cién, embarazo, vejez, entre otras, Y tiene gran sensibilidad
y baja especificidad.

Las pruebas treponémicas (PT) tales como TP-PA, FTA-
abs o MHA-TP usan T. pallidum o sus componentes como
antigeno son usadas primariamente para verificar la reacti-
vidad de las pruebas no treponémicas. Estos ensayos pue-
den ser utilizados para confirmar una impresién clinica de
sifilis en pacientes con resultados no reactivos en ensayos
no treponémicos.

Los ensayos treponémicos de uso actual consisten en
técnicas que utilizan anticuerpos indirectos, técnicas de
hemoaglutinacién y aglutinacién de particulas. También
existen enzimoinmunoensayos como quimioluminiscencia
que utilizan proteinas recombinantes de treponema. Las
PT permanecen reactivas por muchos afios, por ello no son
adecuadas para el seguimiento serolégico (6).

Las enfermedades de transmision sexual (ETS), inclui-
das la sifilis y la infeccién por el VIH representan un proble-
ma de salud publica por su morbilidad y mortalidad.

Por otra parte, la sifilis comparte el mecanismo de trans-
misién con otras ETS. La coinfeccidn entre sifilis y VIH no
es rara en un mismo individuo y puede tener una trascen-
dencia epidemiolégica y clinica de gran importancia (7-10).
Otro aspecto importante a tener en cuenta es el posible im-
pacto que la sifilis puede ejercer en la infeccién por el VIH,
en cuanto a la situacién inmunoviroldgica de los pacientes.
De estos, los que padecen VIH tienen mayor probabilidad de
recaidas (7,11).

Esta enfermedad puede favorecer la transmisién del VIH,
probablemente a través de la incidencia aumentada de las
Ulceras genitales. Por este motivo, la deteccién y el trata-
miento de la sifilis pueden ayudar a reducir la transmisién
del VIH. Esta puede presentarse con hallazgos no tipicos
en pacientes VIH-positivos, como mayor indice de sifilis
primaria asintomatica y proporcionalmente mas pacientes
VIH-positivos con enfermedad secundaria. La infeccién se-
cundaria puede ser mas agresiva y hay una mayor tasa de
afectacion neuroldgica y oftalmoldgica temprana (7).

Segun el boletin epidemiolégico de Agosto del afio 2018
publicado por el Ministerio de Salud en Argentina, se notifi-
caron por PT a través del sistema de vigilancia de laboratorio
(SIVILA] un total de 297 casos de sifilis en varones y de 445
en mujeres durante el afio 2017. Hasta el mes de Junio de
2018 se notificaron un total de 147 casos de sifilis en varo-
nesy 256 en mujeres (12).

En la practica diaria se percibe un aumento de casos de
sifilis, por lo tanto se propone evaluar la frecuencia de po-
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Tabla I. Total de pacientes ingresados al hospital y solicitudes de serologfa para sifilis. Distribucidn segin sexo.

SOLICITUDES HOMBRES
ANO INGRESOS AL HOSPITAL
n’ Wt n’ %2 N %3

2014 192321 1990 1.03 1172 58,89 818 41,11
2015 206389 2305 1.12 1355 58,79 950 41,21
2016 186051 2364 1.27 1385 58,59 979 41,41
2017 167016 2764 1.65 1647 59,59 1117 40,41
2018 1611 948 58,85 663 41,15

» !Porcentaje de solicitudes de serologia para sifilis respecto del total de ingresos al hospital.
%Porcentaje de solicitudes de serologfa para sifilis en mujeres respecto del total de solicitudes.
3Porcentaje de solicitudes de serologfa para sifilis en hombres respecto del total de solicitudes.

sitividad de los mismos, analizar la coinfeccién con el VIH
y estudiar la distribucién segun sexo, servicio solicitante y
rango etario en el periodo comprendido entre enero de 2014
y julio de 2018, en el hospital Dr. Rossi de la ciudad de La
Plata. Se trata de un hospital interzonal general de agudos,
que atiende una poblacién mayor a 16 afios. No cuenta con
servicio de maternidad, pero recibe muestras derivadas de
unidades sanitarias que corresponden principalmente a pa-
cientes de ginecologia/obstetricia.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio retrospectivo longitudinal. Se
recopilaron datos de resultados de serologia para sifilis,
coinfeccién con VIH, sexo, edad y servicio solicitante en
el periodo entre enero de 2014 y julio de 2018. Los re-
sultados de la serologia para sifilis fueron extraidos del
sistema informatico del laboratorio (LIS], mientras que
los resultados de la serologia para VIH fueron tomados de
los libros de actas del servicio de Serologia.

Seincluyeron pacientes mayores de 16 afios, ambula-
torios ointernados, que concurrieron al hospital Dr. Rossi,
con solicitud de estudio para sifilis, con y sin resultados
previos de serologias negativas. Se excluyeron pacientes
con diagndstico conocido de dicha enfermedad.

El diagndstico se realiz6 mediante los algoritmos vi-gen-
tes, los que incluyeron pruebas no treponémicas (VDRL)
y pruebas treponémicas [microhemoaglutinacion, agluti-
nacién de particulas de gelatina e inmuno-cromatografia)
(B). Los resultados se agruparon en positivos, negativos y
falsos positivos para sifilis. Se calculé la frecuencia de posi-
tividad de dicha enfermedad.

Se registrd el porcentaje de coinfeccién con VIH. Se
calcularon porcentajes de casos positivos y se los cate-
gorizd segln sexo, rango etario y servicio solicitante. En
caso de no contar con los datos correspondientes, se los
agrup6 dentro de la categoria “sin datos” (SD).

Para evaluar la proporcién de solicitudes de serologia
para sifilis respecto al nimero de pacientes que asistie-

ron al hospital durante el periodo 2014-2018, se solicité
el registro del total de pacientes en el servicio de Esta-
distica.

Se elaboraron tablas de contingencia de las variables
nominales, categorizadas por sexo y diagnéstico de si-
filis, y se calcularon los coeficientes de Cramer y Pear-
son para determinar diferencias significativas con un p
< 0.05. Para el analisis estadistico se utilizé el programa
InfoStat.

Resultados

El nimero de pacientes por afio atendidos en el hospital
fluctya entre 167.016 a 206.389 en los anos estudiados,
mientras que el total de solicitudes para diagndstico de si-
filis varian entre 1970 (1.03%), en 2014 a 2764 (1.65%) en
2017. La cantidad de mujeres y hombres estudiados en-
tre los afos 2014 y 2018 se mantienen entre un 58.59% -
58.89%y 40.41% - 41.41% respectivamente. (Tabla ).

No se cuenta con el total de pacientes correspondiente al
2018 por tratarse del afio en curso.

La frecuencia de casos positivos de sifilis fue de 68
(3,42%),62 (2,69%), 77 (3,26%), 115 (4,16%) y 88 (5,46%)
para los afios antes mencionados (Figura 1).

Por otro lado, los porcentajes correspondientes a pacien-
tes coinfectados con VIH varian entre 10.23% a 22.58%.(Ta-
bla Il).

En los afios estudiados, la frecuencia de casos positivos
correspondientes a sexo femenino fue de 44%, 18%, 32%,
47% y 50% respectivamente. El aumento de esta frecuencia
en mujeres entre 2015 y julio de 2018 presentd diferencias
significativas respecto del sexo masculino, con un p < 0.05
(Figura 2).

La distribucién de las solicitudes de serologia para sifilis
segln los servicios médicos se muestra en la Tabla lll. Se
agruparon en la categoria “Otros” a los servicios cuyas soli-
citudes fueron menores al 2% del total.

Eltotal de casos positivos para sifilis segln el rango etario
muestra el mayor porcentaje, 37%, entre las edades de 16
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a 24 afos. Si bien, se detectaron casos positivos en todo el
rango de edades de la poblacién en estudio, un 68% corres-
ponde a las edades comprendidas entre 16 y 34 afios. (Fi-
gura 3).

Discusién

Se observé un aumento progresivo de los casos nuevos
de sifilis en los Gltimos cuatro afios en la poblacién del hos-
pital Dr. Rossi, principalmente a expensas del predominio de
casos en mujeres. Es importante resaltar que la poblacién
estudiada incluy6 alrededor del 60% de pacientes de sexo
femenino, proveniente en su mayoria de ginecologia y uni-
dades sanitarias. En otros estudios se incluye un tipo de po-
blacién diferente, como pacientes de sexo masculino, hom-
bres que tienen sexo con hombres, reclusos o trabajadoras
sexuales, por lo que no es posible realizar una comparacién
fiable (2, 3, 5, 21-23). Por otro lado, las solicitudes médicas
también se incrementaron, lograndose diagnosticar una
mayor cantidad de pacientes. Con respecto al elevado por-
centaje de casos positivos en el afo 2014, se cree que esun
valor sobreestimado. Este hecho puede deberse a que pre-
viamente no disponiamos del sistema informatico de labo-
ratorio y por lo tanto, de los antecedentes de los pacientes,
razén por la cual se dificultaba la distincion entre los nue-
vos diagnésticos y los casos de seguimiento. En cuanto al
porcentaje de coinfeccion con VIH, es similar al encontrado
en otros estudios (5, 24-27). En este caso observamos un
17,6% de coinfeccién. Estos resultados muestran un com-
portamiento fluctuante a lo largo de los afios estudiados,
hecho que no se logré vincular a una causa en particular.
En cuanto a los servicios médicos, se observé que el ma-
yor nimero de solicitudes proviene de clinica médica, der-
matologia, infectologia y unidades sanitarias. Se cree que
puede existir una relacién con los motivos de consulta mas
frecuentes reportados por otros autores, como Ulceras ano
ano-genitales y/u orales, estudio de contactos y exantemas
(5, 21). Puede agregarse que, si bien no se incluyd en este
estudio la diferenciacién entre mujeres embarazadas y no
embarazadas, se considera que un elevado porcentaje de
las solicitudes de las unidades sanitarias correspondian al
control ginecolégico del embarazo. Sin embargo, es impor-

Tabla Il. Porcentaje de casos de confeccién entre sifilis y VIH.

ANO NUEVOS DIAGNOSTICOS DE SiFILIS COINFECCIGN CON VIH %

2014 68 9 13,24
2015 62 14 22,58
2016 7?7 15 19,48
2017 115 25 21,74
2018 88 9 10,23
Total 410 72 17,56
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Tabla lll. Porcentaje de solicitudes respecto a los servicios.

SERVICIO
G % DE SOLICITUDES
CARDIOLOGIA 2,86
CLINICA MEDICA 29,60
DERMATOLOGIA 10,20
GASTROENTEROLOGIA 3,23
GINECOLOGIA 7,92
INFECTOLOGIA 8,98
UNIDAD SANITARIA 17,00
S/D Y DESCONOCIDOS 10,25
0TROS 9,96

» *Alergia, Cirugia, Endocrinologia, Nefrologia, Neumonologia, Neuro-
logfa, Oftalmologia, Oncologia, Otorrinolaringologfa, Reumatologia,
Traumatologia, Urologia, Unidad de Terapia Intensiva, Unidad de
Trasplante de Médula Osea.

tante tener en cuenta que se contd con un 10% de solicitu-
des, de las cuales se desconoce el servicio de procedencia.
Por dltimo, el rango etario donde se detectd el mayor nime-
ro de casos se encuentra entre 16 y 30 afos, coincidente
conlabibliografia consultada. En la literatura se plantea que
la sifilis es mas frecuente en edades menores a 35 afos de-
bido a que es el periodo con mayor actividad sexual (2,3,
28-31).

Por lo tanto, se llega a la conclusidn de que la frecuencia
de positividad de sifilis aumentd significativamente en este
hospital en el periodo estudiado, principalmente a expensas
del sexo femenino. El porcentaje de coinfeccién con VIH fue
de 17,56%. Se recibieron solicitudes de todos los servicios
y de unidades sanitarias, siendo los principales Clinica Mé-
dica, Dermatologia e Infectologfa. El rango etario donde se
detectd el mayor nimero de casos se encuentra entre los
16y 30 afos.
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¢A que llamamos Biotecnologia?

En el documento “Inventario diagndstico de las biotecnologias
en MERCOSUR y comparacién con la Unién Europea/ BIOTECH ALA-
2005-017-350-C2” llamado “Manual de Indicadores de Biotecnolo-
gia” [1], Mario Albornoz y colaboradores han considerado que “ia
biotecnologia es un campo fuertemente transversal y heterogé-
neo, que implica la utilizacién de diferentes técnicas provenientes
de distintas disciplinas y con muy variados campos de aplicacion”.

En dicho documento se proporcioné una definicién de mucho
interés que resume las propuestas de la OTA-USA (1981), la Orga-
nizacién para la Comercializacién y Desarrollo Econémico OCDE
(OECD por sus siglas en inglés) (1982] y la CEPA-Canada (1985),
segun la cual “la biotecnologia es la aplicacidn de la ciencia y la in-
genieria al uso, directo o indirecto, de organismos vivos (o parte de
ellos], en sus formas naturales o modificadas, de una forma inno-
vadora, para la produccion de bienes y servicios o para la mejora
de procesos industriales existentes. Incluye la implementacion de
varias herramientas modernas surgidas de la genética, la bioqui-
mica, la inmunoquimica, la ingenieria quimica, como las tecnolo-
gias de ADN recombinante entre otras tecnologias de bioprocesa-
miento”.

Da Silva[2] clasifica las distintas aplicaciones que fueron
surgiendo en relacidn a la biotecnologia, en distintos colores
(Figura 1).

Cabe senalar que, a partir de 1953, con la definicién de la es-
tructura del ADN, en relativamente poco tiempo; se sucedieron
avances tecnoldgicos que, convergiendo con el desarrollo de las
ciencias bioldgicas, permitieron la emergencia de la biotecnolo-
gia con un importante potencial disruptivo en muchos aspectos.
Estas tecnologias aplicadas a la salud determinaron avances
invaluables que se fueron transformando en herramientas estra-
tégicas para el diagnéstico y tratamiento de patologfas. Entre las
herramientas mas disruptivas se encuentran: la tecnologia de ADN
recombinante, el desarrollo de la reaccién en cadena de la polime-
rasa, el desarrollo de anticuerpos monoclonales, la generacién de
las primeras lineas de células madre embrionarias humanas, las
técnicas automatizadas de secuenciacion, la obtencién de la se-
cuencia completa del genoma humano, la produccidn de proteinas
recombinantes, el desarrollo de las células madre pluripotentes in-
ducidas, el nacimiento de la terapia celular y regenerativa, la tera-
pia génica, el desarrollo de herramientas de diagndstico molecular
y el hallazgo de nuevos marcadores moleculares. Estos avances
se han convertido en alternativas estratégicas para el diagnéstico
ytratamiento de una gran variedad de enfermedades graves y cré-
nicas que afectan la calidad de vida del paciente, en particular, para
aquellas con una aproximacion terapéutica compleja, como es el
caso de la Esclerosis Multiple (EM).

Figura1. Clasificacion de las distintas aplicaciones de la Biotecnologia segun Da Silva [2].
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Tabla I. Algunos de los diferentes tipos celulares que tienen un rol necesario en el desarrollo de la fisiopatologia de [a enfermedad.

X . Son activadas/ . e
Tipo celular Sub tipo celular . X Producen Mecanismo de accion
diferenciadas por
Linfocitos T CD4+ . Factor de transcripcién Thet regula la expresion génica
Thelper 1 (Th1) Interleuquina 12 (IL-12). Tbet. de Interferon gamma (IFNY).
Factor de Crecimiento
Linfocitos T CD4+ a Transformante y las Factor de transcripcién Regula a la expresién de
Thelper 17 (Th17) Interleuquinas IL-6, 21 RORyt. Interleuquina IL-17.
Linfocitos 023.B1 (TGFb1).
T4 TNFalfa af |
Linfocitos T CD8+ . alfa afectala estructura y
. Tumor Necrosis funcionalidad de la membrana
Son mas abundantes . .
Factor alfa (TNFalfa) e neuronal induciendo su
que los CD4+enlas . .
Interferdn y (IFNy) en apoptosis.
placas de enfermos .
grandes cantidades. IFNy genera la muerte neuronal
con EM. .
por neurotoxicidad.
Autoanticuerpos contra -
Linfocitos . ‘ ] o mielina y citoguinas Neuro-tOX|‘c’|dad Neuro-
Linfocitos B CD20+ Moléculas antigénicas . . degeneracién.
B4 pro inflamatorias como e
Desmielinizacién.
TNFalfa
Afecta la integridad de la barrera
Microglia hematoencefélica y atrae
macrofagos periféricos al SNC.
Microgliay Citoquinas y productos de
macréfagos4 degradacién de mielina.
Moléculas con actividad
Macréfagos neurotéxica como TNF Neuro- degeneracién.
alfa.
Astrocitos* Citoquinas y productos de Cantidades importantes | Promueven la actividad
degradacion de mielina. de CCL-2 y TNF alfa. inflamatoria del SNC.
Oligodendroc- ) . . -
4 Estimulos téxicos, Controlan la produccién y mantenimiento de la mielina en
1tos o . .
traumaticos e inflamatorios. | el SNC.

Esclerosis Mltiple

La Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad desmielini-
zante crénica del Sistema Nervioso Central (SNC). Constituye
una de las principales causas de discapacidad en la poblacién
adulta joven. Sibien su etiologfa es aun incierta, en su patogéne-
sis estaria involucrada una compleja interaccién entre factores
ambientales y genéticos no dilucidados completamente [3].

Su histopatologia clasicamente muestra una infiltracién
perivascular de células del sistema inmunolégico a través de
la barrera hemato-encefalica. Estas células invaden el parén-
quima encefdlico y provocan desmielinizacién mediante la
destruccidn directa de la mielina, activando una reaccién infla-
matoria local mediada por la microglia residente, o causando la
apoptosis oligodendrocitaria por mecanismos téxicos locales
[4] (Tablal).

Farmacos utilizados para el tratamiento de la Esclerosis Miltiple

Los farmacos que se utilizan para el tratamiento de EM se
resumen en la tabla Il. En general, tienen un efecto princi-
palmente antiinflamatorio y son mas efectivos en la etapa
temprana de la enfermedad [5].

De los farmacos descriptos como tratamiento para la EM en
la Tabla Il, cinco (interferon beta, natalizumab, alemtuzumab,
daclizumab, ocrelizumab) [16] son Biofarmacos [6].

Aplicaciones de herramientas biotecnolégicas en el diagndsti-
coy tratamiento de la Esclerosis Mdltiple

Biofdrmacos ¢ Qué son y cémo se producen?
La Agencia Europea de Medicamentos (EMEA/74562/2006)
define Medicamento Bioldgico (MB) como aquél cuyo principio

ByPC 2018;82(3):34-42.
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I —
Tabla Il. Principales farmacos utilizados para el tratamiento

de la Esclerosis Mdltiple.

FARMACO

* INTERFERON BETA (aprobado en 1993-1996)*

o ACETATO DE GLATIMARER (aprobado en 1996)2

 MITOXANTRONA (Aprobado en 2000)3

o NATALIZUMAB (Aprobado en 2004)*

* FINGOLIMOD (Aprobado en 2010)°

* TERIFLUNOMIDA (Aprobado en 2012)5

* DIMETIL FUMARATO (Aprobado en 2013)7

e ALEMTUZUMAB (aprobado en 2014)8

* DACLIZUMAB (aprobado en 2016)°

o OCRELIZUMAB (aprobado en 2017)1°

él. Los Medicamentos Biotecnolégicos son aquellos MB produ-
cidos por técnicas de ADN recombinante o tecnologia de hibridi-
zacion (anticuerpos monoclonales). Los Medicamentos Biotec-
noldgicos se llaman “Biofarmacos” o “Productos Farmacéuticos
Biotecnoldgicos”.

Los organismos vivos utilizados para producir el principio
activo de un Biofarmaco pueden ser bacterias, células de mami-
fero, células de insectos, levaduras, algas, plantas o animales, a
los que se les transfiere, mediante técnicas de ingenieria gené-
tica, el gen que codifica para el principio activo deseado. Cada
sistema bioldgico-productivo (organismos vivos), utilizados por
la industria farmacéutica, tiene sus caracteristicas particulares
de costo: beneficio. (Tabla lll]).

Durante el desarrollo de un nuevo Biofarmaco, se evalta cudl
de los sistemas biol6gico-productivos es el apropiado teniendo
en cuenta, principalmente, las caracteristicas moleculares del
principio activo, por ejemplo: si la proteina nativa es glicosilada
y si su glicosilacién es importante para su actividad bioldgica in
vivo, también se evalla la cantidad de Ingrediente Farmacéuti-
coActivo (IFA) necesario por dosis; los potenciales contaminan-
tes que pueden generarse, etc.

En las tablas IV y V, se puede observar que hay una gran di-
ferencia en la cantidad de principio activo por dosis necesaria
paralos distintos tratamientos de EM, esto esta relacionado en-
tre otras variables, con la actividad especifica de cada proteina
(actividad biolégica/ mg de proteina) [6].

Enlatabla |V, vemos por ejemplo que el Interferén beta 1a es
glicosilado, al igual que la proteina nativa, por lo tanto, el siste-
ma Gptimo de expresién son las células de mamifero (Tabla Ill],
en cambio el Interferén beta 1b carece de glicosilacién y es pro-
ducido en bacterias. El hecho de que la proteina sea diferente a
la nativa impacta en la actividad biolégica, esto implica que es
necesaria una cantidad mayor de IFA por dosis para alcanzar el
mismo efecto.

Los anticuerpos monoclonales, ademas de ser proteinas gli-
cosiladas, requieren concentraciones por dosis hasta 1000 ve-
ces mayores que otras proteinas recombinantes, por ejemplo,
300 mg de Natalizumab versus 0,30 mg de Interferén beta 1a
(Tablas IV y V). Esto tiene doble implicancia, a nivel del sistema
bioldgico - productivo, es necesario 1000 veces mas cantidad
de IFA para igual cantidad de dosis de producto final, a nivel fi-
sioldgico, los riesgos relacionados con la potencial inmunogeni-
cidad del principio activo es mayor al aumentar la concentracion
por dosis.

Bioterapias
Dentro de las Bioterapias, se revisaron la terapia celular y los
hallazgos a nivel de microbiota intestinal.

Tabla lll. Comparacién de sistema de expresion para la produccién de Biofarmacos.

CARACTERISTICA

/ HUESPED BACTERIAS

Facilidad de uso

Costos del medio y equipamiento

Solubilidad

Modificaciones
post traduccionales

Tiempo requerido

Niveles de expresion

I
-

LEVADURAS INSECTOS CEL. MAMIFERO

——
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Terapias celulares. Trasplante de Células Madre Hematopoyéticas.

Las células madre hematopoyéticas representan el 0,01 %
de la poblacién de la médula 6sea y son capaces de restablecer
de manera duradera la hematopoyesis después de una terapia
mieloablativa, ya que pueden dar origen a todos los elementos
de lasangre.

El trasplante de células madre hematopoyéticas (TCMH]
se utiliza para restablecer la funcién medular e inmune en pa-
cientes con una variedad de enfermedades malignas hematolé-
gicas, enfermedades de lamédula dsea no malignas adquiridas,
enfermedades genéticas asociadas con una anormal hemato-
poyesis o alteracién en la funcién medular, y como soporte de
pacientes que reciben quimioterapia en altas dosis.

Tipos de trasplante:

e Autélogo: cuando las células provienen del mismo enfermo.

e Alogénico: es el trasplante en el que las células provienen de
otro individuo sano inmunocompatible con el paciente.

Antecedentes en relacion a la Esclerosis Mdltiple
La potencial eficacia terapéutica de las células madre hema-
topoyéticas se apoya en diferentes ensayos realizados [7].

En 1995, el TCMH fue sugerido como tratamiento de la EM
considerando que esta enfermedad es autoinmune y basando-
se en la evidencia obtenida en modelos de Encefalomielitis Au-
toinmune Experimental (EAE] inducida en ratones.

EITCMH autdlogo en EM se basa en usar quimioterapia para
inducir inmunoablacidn con la subsecuente reconstitucién del
sistema inmune con células propias tolerantes.

En el 1997, el TCMH se utilizé en pacientes con una forma
primaria progresiva de la enfermedad (EMPP) en centros euro-

peos, que comenzaron a publicar los resultados de sus ensayos
clinicos con mas de 15 pacientes.

En 1998 se llevd a cabo en Milan el consenso de Células Ma-
dre Hematopoyéticas (CMH) en EM y se concluyd que la eficacia
del TCMH sélo podria ser determinada en un estudio multicéntri-
co, prospectivo, fase Ill, comparativo y controlado, que evalie si
existe un beneficio en contraste con las opciones terapéuticas
actuales. El consenso de ltalia fundd cimientos para protocolos
de TCMH, con criterios precisos, descriptos por Comi y colabora-
dores en el afo 2000 “Guidelines for autologous blood and ma-
rrow stem cell transplantation in multiple sclerosis: a consen-
sus report written on behalf of the European Group for Blood and
Marrow Transplantation and the European Charcot Foundation.
BMT-MS Study Group”.

En 2002 se realiz6 un estudio multicéntrico retrospectivo,
de bases de datos del European Blood and Marrow Transplant
Group (EBMT) sobre 85 pacientes a los que se traté con CMH au-
tologas en 20 centros hospitalarios [17].

Con fundamento en este y otros estudios mas pequefos, el
TCMH autélogo, previa supresion del sistema inmune fue pro-
puesto como una forma de tratamiento para estabilizar la enfer-
medad.

En su articulo “Hematopoietic stem cell transplantation for
multiples clerosis: ¢is it a clinical reality?”, Bakhuraysah y cola-
boradores [17] resumen los resultados de estudios realizados
por distintos investigadores de distintos paises. En Rusia Shev-
chenko y colaboradores [8] realizaron TCMH con alta dosis de
inmunosupresién en 99 pacientes, 98 mostraron estabilizacién
neuronal después de seis meses del trasplante y mejoria en la
escala de discapacidad. No se registré ninguna muerte post-
trasplante. En Suecia (MS Center), Bowen y colaboradores [9]

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Tabla IV. Biofarmacos — proteinas recombinantes utilizados en Esclerosis Mdltiple. Principales caracteristicas de las proteinas re-

combinantes desarrolladas por técnicas biotecnoldgicas para el tratamiento de la EM.

Interferones (proteinas recombinantes)

Estd aprobado para el tratamiento de la Esclerosis Mdltiple en sus formas recombinantes 1b y 1a.

Interferdn beta 1b Interferdn beta 1a

Blanco: Matrix metaloproteinase MMP

Sistema productivo: se produce en bacterias
Escherichia coli

Sistema productivo: se produce en células de mamifero:
fibroblasto de células de ovario de hamster (CHO)

Caracteristica molecular: no se encuentra glicosilado y
tiene un aminoacido cambiado: una serina sustituye a
una cisteina en la posicién 17

Caracteristica molecular: Esta glicosilado, es muy similar
al Interferén beta que se produce en el organismo en forma
natural

Via de administracidn: subcutanea (SC) Via de administracion: intramuscular (IM]

Dosis: 0,250 mg / dia cada dos dias (0,750 mg /

Dosis: 0,30 mg una vez por semana
se-mana)

Actividad especifica: 32 millones Ul/mg Actividad especifica: 200 millones Ul/mg.
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reportaron la eficiencia y seguridad del tratamiento afirmando
que la mejora en la calidad de vida fue notable. En Brasil, Gui-
maraes y colaboradores [10] afirmaron que, si bien el trasplan-
te conlleva complicaciones en el procedimiento, el impacto es
positivo ya que observaron un 67 % de supervivencia libre de
progresion en los tres afos siguientes al trasplante y mejora en
la calidad de vida. Por dltimo, en Grecia, Fassas y colaboradores
[11] analizaron un grupo de 35 pacientes, demostrando que el
trasplante es una terapia Util para los casos agresivos, pero no
es recomendada en la totalidad de los pacientes con EM. Regis-
traron dos muertes por complicaciones post trasplante.
En resumen, segun estos trabajos [17] con TCMH se logra:
e Evitar lesiones neuronales posteriores al trasplante.
e Mejorar la calidad de vida del paciente en comparacién con el
tratamiento de referencia actual (Natalizumab).
Disminuir las infecciones por virus u hongos.
Disminuir la autoinmunidad sin tener que erradicar la
totalidad de las células hematopoyéticas del paciente.

La microbiota como blanco terapéutico

Icaza-Chavez (2013) [12] describié en su articulo “Microbio-
ta intestinal en la salud y la enfermedad” que el término micro-
biota hace referencia a la comunidad de microorganismos vivos
residentes en un nicho ecolégico determinado. La microbiota
residente en el intestino humano es una de las comunidades
mas densamente pobladas, incluso mas que el suelo, el sub-

suelo y los océanos. En el intestino grueso de los mamiferos la
cifra de microorganismos se eleva a 10%2-10%4, Este nimero es
mayor, incluso, que el de células humanas [13]. El ecosistema
microbiano del intestino (microbiota intestinal) incluye muchas
especies nativas que colonizan permanentemente el tracto
gastrointestinal, y una serie variable de microorganismos que
s6lo lo hacen de manera transitoria. Al conjunto formado por los
microorganismos, sus genes y sus metabolitos se les denomi-
na microbioma. El microbioma humano se refiere a la poblacién
total de microorganismos con sus genes y metabolitos que co-
lonizan el cuerpo humano, incluyendo el tracto gastrointestinal,
el genitourinario, la cavidad oral, la nasofaringe, el tracto respi-
ratorio y la piel.

El Proyecto del Microbioma Humano ha identificado aproxi-
madamente al 30 % de la microbiota intestinal [ 14] y, junto con
el proyecto Metagendémica del Tracto Intestinal Humano en Eu-
ropa y muchos otros grupos, trabaja activamente para identifi-
car atodos los genes de la microbiota.

A'las alteraciones de la microbiota intestinal y la respuesta
adversa del huésped a estos cambios se le ha denominado dis-
biosis. La disbiosis se ha asociado con afecciones tan disimiles
como el asma, las enfermedades inflamatorias crénicas, la obe-
sidad [15].

Para determinar si la EM se encuentra asociada con el cam-
bio de la microbiota habitual, Chen y colaboradores [16] ana-
lizaron 31 muestras de materia fecal en pacientes con EM Re-

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Tabla V. Biofarmacos —Inmunoterapéuticos utilizados en Esclerosis Multiple. Principales caracteristicas de los anticuerpos
monoclo-nales desarrolladas por técnicas biotecnoldgicas para el tratamiento de la EM.

Anticuerpos monoclonales

Natalizumab

Blanco terapéutico: anticuerpo monoclonal dirigido contra
a4-integrina, inhibe la adherencia de los leucocitos
activa-dos al endotelio inflamado

Alemtuzumab
Blanco terapéutico: anticuerpo monoclonal dirigido contra
células CD52, antigeno de superficie presente en linfocitos Ty B

Sistema productivo: Se produce en células de mieloma
murino NS/0, que crecen en suspensién

Sistema productivo: Se produce en fibroblastos obtenidos de
ovario de hamster (CHO), crecen adheridas a una superficie

Dosis: Infusién de 300 mg cada cuatro semanas

Dosis: 12 mg/ dia por cinco dias consecutivos, y un afio
después 12 mg/ dia por tres dias consecutivos

Via de administracion: Intravenosa

Via de administracion: Infusién intravenosa

Daclizumab:
Blanco terapéutico: anticuerpo monoclonal dirigido a la
subunidad o del receptorde lalL2

Ocrelizumab:

Blanco terapéutico: anticuerpo monoclonal dirigido al antigeno
CD20 presente en linfocitos B provocando citotoxicidad.

Primer Biofarmaco para la forma mas agresiva de la enfermedad
(EMPP) entre el 10y el 15 por ciento de los casos de EM

Sistema Productivo: Se produce en células de mieloma
murino NS/0, que crecen en suspensién

Sistema Productive: Se produce en fibroblastos de obtenidos de
ovario de hamster (CHO), crecen adheridas a una superficie

Dosis: 150 mg una vez por mes

Dosis:
-Inicial: 300 mg (segunda dosis luego de dos semanas).
-Mantenimiento: 600 mg cada 6 meses

Via de administracion: subcuténea

Via de administracion: infusion intravenosa
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mitente - Recurrente (EMRR). El andlisis se realizé mediante el
programa IM TORNADQ que compard los resultados obtenidos
entre la microbiota de controles normales con pacientes de EM.

Se realizaron secuencias de pares de bases del genoma bac-
teriano (hasta 250 pares de bases) activando las secuencias
finales de un fragmento de material genético. Esto permite ob-
tener secuencias alineables y de alta calidad llamadas secuen-
cias de extremos apareados.

Las secuencias de extremos apareados facilitan la detec-
cién de rearreglos genémicos y elementos repetitivos en una
secuencia.

Chen y colaboradores [26] describieron que en pacientes
con EMRR se obtuvo una microbiota intestinal con distinta pro-
porcién de cepas bacterianas en comparacién al grupo control.
Los pacientes con EMRR demostraron tener al menos dos veces
mas Pseudomonas, Pedobacter, Blautia, Dorea y Mycoplana en
su microbiota y al menos dos veces menos Adlercreutzia, Coll-
insella, Lactobacillus y Parabacteroides en comparacién con el
grupo control. Otro dato que encontrd el estudio fue la correla-
cién entre la microbiota intestinal y el estadio de la enfermedad,
puesto que las proporciones de la microbiota son diferentes en
pacientes en remisién o recidiva.

Si los datos se confirman podrian contemplarse tratamien-
tos complementarios, como cambios en la alimentacion, agre-
gado de pre probiéticos para favorecer la microbiota que se con-
sidere “normal”.

Marcadores genéticos
En medicina, el término “biomarcador” refiere al indicador

del estado particular de una enfermedad. Muchos se relacionan

con la actividad de genes especificos que codifican las protei-
nas implicadas en la inflamacién, o ligadas al seguimiento de la
respuesta a terapias modificadoras de la enfermedad. Los ge-
nes que se expresan de manera diferente en la EM se pueden

convertir en biomarcadores para diagnéstico, seguimiento o

eventual tratamiento.

Wang y colaboradores [17] describieron al gen de la subfa-
milia 1 grupo Hmiembro 3 (NR1H3] como posible nuevo marca-
dor genético relacionado con la EM; para suinvestigacién parten
de dos premisas:

e (Que estudios familiares y de gemelos con EM, han
demostrado la existencia de un componente genético
implicado en la enfermedad.

e Que la identificacién de genes y mutaciones responsables
de las formas mendelianas de enfermedad proporciona una
visién mecanicista de la ontologia de la enfermedad.

Con estas dos premisas planteadas, la estrategia de andlisis
fue buscar a una familia con mdltiples incidentes de EM. La fa-
milia analizada tenfa tres generaciones, con datos de ADN de 9
ellos,y 5 con la enfermedad ya diagnosticadas.

La técnica elegida para el analisis fue Exome sequencing.
Este analisis tiene la particularidad de ser una técnica de se-
cuenciacion especifica hacia los exones del material genético
estudiado. Esta secuenciacién es un gold estandar a la hora de

estudiar variaciones genéticas responsables de lo que se lla-
man enfermedades de transmisién Mendeliana.

Segun los resultados que obtuvieron, los autores describie-
ron que se encontrd una variacién que se observé Unicamente
en los pacientes diagnosticados con EM: laNR1H3.

Se analiz6 una segunda familia con multiples incidentes de
EM que manifestaron la misma variacion.

Datos del estudio genético

El gen NR1H3 codifica para un receptor nuclear x hepatico o
(LXRat) que forma un complejo con el receptor X retinoide alfa
(RXRA]. Esta dimerizacién desencadena una secuencia de se-
fales que estan involucradas en el control de la regulacién de la
transcripcion de los genes relacionados con la homeostasis de
los lipidos, inflamacién e inmunidad innata. Cuando se produce
la mutacién pArg415Gin, (un cambio de glutamina por arginina
en la posicion 415 de este gen) se genera un cambio conforma-
cional en el receptor impidiendo la dimerizacién. Al no produ-
cirse la dimerizacién no hay un control de la inflamacién, ni del
sistema inmune que elimine los mediadores proinflamatorios y,
como consecuencia, hay una respuesta inflamatoria intensifi-
cada que dafa las vainas de mielina.

Andlisis transcripcional

Se muté artificialmente Arg4 15Ala para ver laimportancia de
este residuo en el proceso de dimerizacién y se observé que hay
una disminucién de las funciones [27].

La mutacién identificada provoca una disminucién de ABCA1
en LXRA afectando a la transcripcién y provocando una pérdida
de la funcién.

Los pacientes con dicha mutacion (incidencia de < 1 por
cada 1000 pacientes), presentan una respuesta inflamatoria
exacerbada en el sistema nervioso, y un proceso de remieliniza-
cién de axones limitado, ya que sus genes periféricos de mielina
estan mal regulados, resultando en desmielinizacién crénica,
perdida de neuronas y la progresion de la enfermedad. Otros
estudios en los que han tratado a ratas con agonistas de LXR y
provocando la reversién de los sintomas clinicos, la inflamacién
celular y la desmielinizacion [27].

La conclusién de los autores es que esta mutacién que des-
regula la transcripcion esta involucrada en la EM Progresiva.

El articulo de Wang y colaboradores [27] fue publicado en
Junio de 2016 y generd, inmediatamente, discusién y contro-
versia. Varios investigadores analizaron los datos publicados
frente a bases de datos publicos de la Exome Aggregation Con-
sortium (ExAC; http://exac.broadinstitute.org) [18] y en The
International Multiple Sclerosis GeneticsConsortium [19] y sus
conclusiones fueron que la diferencia de ésta mutacién con los
controles de dichas bases de datos no fue significativa, por lo
tanto NR1H3 no podria considerarse un marcador ligado ala EM.

La respuesta de Wang y colaboradores [20] no se hizo es-
perar y en diciembre publicé un articulo en la misma revista,
explicando que el abordaje comparativo que hicieron las dos
instituciones fue realizado como caso-control y no puede ana-
lizarse de la misma manera cuando se trata de un estudio fami-
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liar. Wang insistié en que el resultado es valido y que debe confir-
marse comparando datos con otros estudios familiares.

La discusién quedd planteada como una discrepancia me-
todolégica y durante 2017 no se profundizé; sin embargo, la
controversia en cuanto a la interpretacion de los resultados
obtenidos, en la investigacién sobre el Receptor Nuclear NR1H3
en la EM Familiar es muy interesante porque la informatica y las
comunicaciones permiten discusiones de resultados practica-
mente en tiempo real. La importancia de los resultados amerita
el seguimiento hasta que se confirmen o rechacen las diferen-
tes hipdtesis.

Conclusidn

Lo que surge del andlisis de los diferentes articulos, es el im-
portante rol que tuvo y tiene la biotecnologia como generador
de desarrollos que aportan alternativas, tanto en la deteccién de
nuevos blancos diagndsticos/terapéuticos, como en la busque-
da de nuevos Biofarmacos que mejoren la calidad de vida de los
pacientes [6].

Enrelacién a las bioterapias como el TCMH, si bien es necesa-
rio tener los resultados de un estudio multicéntrico fase lll, hay
centros importantes donde investigadores experimentados
han llevado a cabo ensayos clinicos con resultados prometedo-
res en relacion a la mejora en la calidad de vida de los pacientes
[17].

El estudio de la microbiota digestiva, es un punto de vista di-
ferente y atractivo. Esta tecnologfa ha avanzado mucho en los
dltimos afios y es un dato que, si bien requiere el andlisis de ma-
yor cantidad de casos, no se puede dejar de teneren cuentaala
hora de tratar a un paciente [26].

En la parte 2 de este articulo se profundizara sobre las ca-
racteristicas de los Biofdrmacos inmunoterapéuticos, asi como
sobre los resultados publicados en 2017 de un estudio multi-
céntrico internacional fase Il con 5 afios de seguimiento post
trasplante, con resultados alentadores, se analizard la relacién
entre la microbiota intestinal y el SNC y se discutira sobre otros
tipos de biomarcadores.

Los avances biotecnoldgicos son permanentes, por lo que es
imprescindible seguir actualizando y revisando la informacién
en el futuro.
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cuatrimestre
Dres. Silvia G. Ramos
27 | NEUROINMUNOLOGIA (Nuevo) 02-sep ADEFINIR Andres Villa
Gabriel Carballo
28 | SEGURIDAD DEL PACIENTE (Nuevo) ADEFINIR ADEFINIR Dra. Viviana Osta
29 | TOXICOLOGIA FORENSE Y LEGAL (Nuevo) Segundo ADEFINIR Dra. Gloria Alvarez
cuatrimestre
EL LABORATORIO FRENTE A LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES: Seoundo
30 | Evaluacién de factores de riesgo lipidico, no lipidico g SEMESTRAL Prof. Dr. Fernando Brites

y de marcadores del evento agudo (Nuevo)

cuatrimestre
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ASOCIACION BIOQUIMICA ARGENTINA
Fundada el 3 de septiembre de 1934

Miembro Fundador:

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

Institucién Invitada:

Ente Coordinador de Unidades
Académicas de Facultades de Farmacia
y Bioquimica (ECUAFyB.)

Miembro Adherente:
Asociacidn Latinoamericana Patologia
Clinica.

Integrante:

Comisidn Nacional de Certificacién
Bioquimica (COCERBIN]; Comisidn

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

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

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

1| Promover la educacidn continua de los bioquimicos.

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

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

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

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

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

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

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

Los socios de la ABA gozan de aranceles preferenciales en cualquier
actividad que desarrolla la Institucion y reciben la Revista ByPC sin cargo
adicional.
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Para asociarse, debe hacernos llegar esta solicitud completa en letra clara de imprenta y sin omitir ningln dato.
Adjuntar una foto carnet, una fotocopia del titulo (anverso y reverso, tamafio 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.



Dengue - Zika
Chikungunya

Dengue
- Platelia Dengue NS1Ag
- ELISA x 96 tests
- Dengue NS1Ag strip
Inmunocromatografia — Test Rapido x 25 tests

- MultiSure Dengue IgG, IgA, IgM y NS1Ag
Inmunocromatografia — Test Rapido x 20 tests

MP Biomedicals

Dan

- Dengue IgG
ELISA x 96 tests

NovaTECSy * DenguelgM
ELISA x 96 tests

- Dengue IgM captura
ELISA x 96 tests

Zika
- Zika IgM Captura
ELISA x 96 tests

- DPP Zika IgM /1gG

Inmunocromatografia — Test Rapido x 25 tests

Chikungunya

NOVATEC Sy Chikungunya IgG
IMMUNDIAGNOSTICA GmeH ELISA x 96 tests

- Chikungunya IgM Captura
ELISA x 96 tests

¥ 510DIAGNOSTICO

Av. Ing. Huergo 1437 P.B. “I” C1107APB - Buenos Aires Argentina Tel./Fax: +5411 4300-9090
info@biodiagnostico.com.ar www.biodiagnostico.com.ar
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Personajes destacados
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Venezuela 1823 - Piso 3 - CP (1096)
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Tel/ fax: 4384-7415 - Tel: 4381-2907
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www.aba-online.org.ar
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MicroScan CBECKMAN

Microbiologia Automatizada
|dentificacion y Sensibilidad

Microscan responde a las necesidades de atencion eficaz de los pacientes mediante resultados
automatizados rapidos de ID/AST sin reducir la exactitud.

WalkAway 40 Plus
WalkAway 36 Plus

Sistemas MicroScan

La linea se completa con multiples opciones de paneles que han sido adaptados a la epidemiologia local, de tipo Combo (ID/AST),
solo CIM y solo identificacion. También Paneles para identificacion de levaduras, anaerobios y fastidiosos y Paneles especiales
para sensibilidad de Microorganismos exigentes.

System

Seleccion de colonias con Preparacion de indculos Inoculacion de panel con
PROMPT con PROMPT RENOK

Estandarizacion de indculos sin La estabilidad del indculo de La inoculacion simultdnea de los
pérdida de tiempo por turbidez hasta cuatro horas flexibiliza el 96 pocillos del panel simplifica el
gracias al sistema de inoculacion flujo de trabajo. flujo de trabajo.

PROMPT™.

LabPro Software Suite

La mejora de la gestion de datos con el conjunto de aplicaciones de LabPro promueve la eficacia en el laboratorio al agilizar al flujo
de trabajo y facilitar el acceso a la informacidn del paciente. LabPro Manager, LabPro Alert y LabPro Connect en forma conjunta,
le ayudan a estandarizar y consolidar las pruebas, adaptar la creacion versétil de informes de resultados y aumentar su capacidad
para identificar la emergencia de nuevas resistencias.

autoSCANY
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