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Editorial

La bioquimica es un area muy dinamica que avanza a la par de los nuevos descubrimientos en la biomedicina, la biologia celulary

molecular. En esta nueva edicién encontrardn articulos que resaltan laimportancia de estos campos necesarios para el avance de la bioquimica como

son: laimportancia de las consideraciones necesarias tanto preanaliticas como analiticas para la determinacién de albuminuria, la estandarizacion

de éste método es fundamental para fortalecer este pardmetro como indicador precoz de dafio renal y riesgo cardiovascular, la determinacion de los

niveles de estradiol y su relacién con género, edad, presion arterial, lipidos plasmaticos y polimorfismo del receptor de estrégenos, la evaluacion del

potencial genotoxico del glifosato por medio de dos ensayos bioquimicos, un estudio multicéntrico donde analizan la supervivencia a corto y largo

plazo después de un primer episodio de peritonitis bacteriana espontaneay los factores prondsticos asociados, la relacion entre los niveles séricos de

adiponectinay factores de riesgo cardiovascular en adultos normopeso, con sobrepeso u obesidad y por tltimo laboratorio MANLAB nos muestra la

prevalencia de mutaciones de resistenciaa NNRTI en pacientes infectados por VIH-1 en distintas poblaciones.

Esperamos en esta nueva edicidon remitirles informacion que los ayude al buen desempefio de nuestra profesion.
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Albuminuria: consideraciones preanaliticas y
analiticas

La albuminuria o albdmina urinaria (AU) es junto
con el indice de filtracion glomerular, la base para
el diagndstico, evaluacion y estadificacion de la
enfermedad renal crénica (ERC). Este analito tiene
una elevada variabilidad bioldgica y multiples
condiciones que pueden afectar su determinacion
e invalidar la prueba. En el siguiente trabajo les
presentamos las consideraciones preanaliticas y
analiticas para su determinacion. La
estandarizacion del método es fundamental para el
fortalecimiento de este parametro como indicador
precoz de dafio renal y riesgo cardiovascular.
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Prevalencia de mutaciones asociadas a resistencia a
Rilpivirina (RPV) en muestras clinicas en Argentina

La Rilpivirina es un NNRTI (inhibidor no nucleosidico
de la transcriptasa reversa) de segunda generacion
que esta indicado en combinacidn con otros agentes
antirretrovirales para el tratamiento de la infeccion
por VIH en pacientes adultos. En el siguiente trabajo
laboratorio MANLAB nos muestra la prevalencia de
mutaciones de resistencia a NNRTI en pacientes
infectados por VIH-1 incluyendo poblacion sin
historia previa de tratamiento antiretroviral, con
tratamiento previo con NNRTIs de primera
generacion y en individuos con fracaso terapéutico.

Dr. Gerardo De Blas
Director de Contenidos
gdeblas@revistabioanalisis.com

Niveles de estradiol en nifios y jovenes y su
relacién con género, edad, presion arterial, lipidos
plasmaticos y polimorfismo Xbal del receptor de
estrégenos

Las hormonas esteroides desempefian un papel
importante en la fisiologia normal y patoldgica del
organismo humano. A través de sus receptores y las
variaciones genéticas influyen sobre el metabolismo
de los lipidos y la presion arterial, entre otras
funciones. Hay evidencia que muestra que el
impacto de los estrogenos va mas alla de las
gonadas y se extiende a la fisiologia del sistema
cardiovascular, esquelético, dseo, nervioso...
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Evaluacion de daiio al ADN en leucocitos de
sangre periférica humana expuestos al
Herbicida Glifosato

Argentina es el principal exportador mundial
de aceite y harina de soja, y el tercer
proveedor mundial de la oleaginosa en grano.
La superficie total cultivada con soja crecid
alrededor del 50 % en los ultimos 30 afios.
Sumado a este incremento se ha producido
un crecimiento importante en los volimenes
de plaguicidas empleados, especialmente del
herbicida glifosato. Uno de los problemas del
empleo de plaguicidas es el posible impacto
sobre las poblaciones humanas expuestas
directa o indirectamente...

Factores pronésticos de mortalidad en la
cirrosis hepatica tras un primer episodio de
peritonitis bacteriana espontanea. Estudio

multicéntrico

La peritonitis bacteriana espontanea (PBE) es
una infeccidn espontanea del liquido ascitico
en los pacientes con cirrosis hepatica o fallo
hepatico fulminante y ascitis. La translocacion
bacteriana es el mecanismo patogénico clave
para el desarrollo de la PBE, en ella las
bacterias de la flora intestinal, sobre todo
gérmenes gram negativos, difunden a los
ganglios mesentéricos y de aqui al liquido
ascitico o a la circulacion sistémica...

Reactividad cruzada de una prueba de
tamizaje para Enfermedad Celiaca con
otros autoanticuerpos*

La enfermedad celiaca es un desorden
autoinmune inducido por la ingesta de
gluten en individuos genéticamente
susceptibles. Es una enteropatia que
afecta principalmente al intestino
delgado proximal y se produce por
intolerancia a la gliadina, una proteina
presente en cereales, principalmente en
el trigo. En el siguiente trabajo les
presentamos un estudio sobre la
presencia de reactividad cruzada de la
prueba de tamizaje htTG/DGP para
enfermedad celiaca...
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La albuminuria o albumina urinaria
(AU) es junto con el indice de filtracidon
glomerular, la base para el diagndstico,
evaluacién y estadificacién de la enfermedad
renal crénica (ERC). Este analito tiene una
elevada variabilidad bioldgica y multiples
condiciones que pueden afectar su deter-
minacion e invalidar la prueba. En el siguiente
trabajo les presentamos las consideraciones
preanaliticas y analiticas para su deter-
minacién. La estandarizacion del método es
fundamental para el fortalecimiento de este
parametro como indicador precoz de dafio
renaly riesgo cardiovascular.
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Resumen

La albuminuria (AU) se define como
el incremento subclinico y persistente de la
excrecion urinaria de albumina. Los valores
que definen esta condicion son mayores a 30
mg AU/g creatininuria. La AU es un marcador
de dafio renal, de progresion de enfermedad
renal y de riesgo cardiovascular. Este analito
tiene una elevada variabilidad bioldgica y
multiples condiciones pueden afectar su
determinacion e invalidar la prueba: esto
justifica la necesidad de obtener 2 de 3
muestras positivas en un periodo de 3 a 6
meses para confirmar la presencia de AU. La
primera orina de la mafiana es el espécimen
mas adecuado para la pesquisa de AU y su
monitorizacién, expresando los resultados
como la relacién AU/creatininuria (RAC)
(mg/mmol, mg/g). El valor de creatininuria en
el denominador de la RAC depende de la
masa muscular del individuo y puede
subestimar o sobreestimar el valor de
albumina urinaria, por ello este aspecto se
encuentra en revision. La orina recién emitida
es la mejor muestra para medir este analito,
pero se puede conservar en heladera una
semana o a -80 °C durante mas tiempo. Los
inmunoensayos son los métodos mas
utilizados para medir albuminuria, aunque la
falta de estandarizacién, proceso en
desarrollo, es hoy una importante fuente de
sesgo entre los diferentes métodos. Es
imprescindible la mejora analitica y el
consenso respecto del error total e
imprecision para optimizar la mediciéon de
este analito.

Palabra clave: Albuminuria; Relacion albu-

mina/creatinina en orina; Enfermedad renal;
Riesgo cardiovascular.

Introduccién

La albuminuria o albumina urinaria
(AU) (ex microalbuminuria) es actualmente,
junto con el indice de filtracién glomerular, la
base para el diagndstico, evaluacién y estadi-
ficacion de la enfermedad renal crénica (ERC)
(1-4). Tradicionalmente considerada precur-
sor de la nefropatia diabética, es también un
signo de “daifo sistémico” mas alla de la lesion
renal, pues es un marcador independiente de
riesgo cardiovascular global (disfuncién
endotelial, remodelado arterial) (4,5).

La AU se define como el incremento
subclinico y persistente de la excrecién de
albimina en orina, cuyos valores se
encuentran por encima del rango normal pero
por debajo del umbral de deteccion de las
tiras reactivas para proteinuria (6). Los valores
que definen esta condicion se observan en la
Tabla | y son los adoptados en el Documento
de Consenso: Implicancia de la Proteinuria en
el Diagnodstico y Seguimiento de la
Enfermedad Renal Crénica elaborado en
Argentina (7). Las guias K/DOQI sugieren
valores limites de 17 mg/g en hombres y 25
mg/g en mujeres, en virtud de las diferencias
en la masa muscular (1). Sin embargo, se ha
observado que concentraciones menores
podrian tener relevancia clinica (8) por lo cual
los valores de corte se encuentran
actualmente enrevision (9,10).

Consideraciones preanaliticas

Las consideraciones preanaliticas
tienen un alto impacto en la determinacién de



AUy, porlotanto, en el resultado de la misma.

Una de las limitaciones mas rele-
vantes en la evaluacién de este analito radica
en su elevada variabilidad intraindividual, que
es mayor al 40% (11). Esto justifica la
necesidad de obtener 2 valores elevados de
AU en 3 muestras obtenidas durante un
periodo de 3 a 6 meses para poder confirmar
su presencia (4).

®

Tablal. Valores de albuminuria.

Valores de albuminuria
Optimo Normal alto Alto Muy alto
10 mg/g 10-29 mg/g 30-299 mg/g | >300 mg/g

Factores que afectan la medicidon de
albumina urinaria

Existen condiciones que afectan la
medicién de AU y estas deben ser del
conocimiento tanto del bioquimico como del
médico (Tabla Il) (12). Las mismas deben ser
consideradas tanto en el momento de dar

indicaciones al paciente para la recoleccion de
la muestra, con el fin de que la orina remitida
al laboratorio cumpla con los requerimientos
preanaliticos adecuados, como en el mo-
mento de lainterpretacion de los resultados.

Diversos factores pueden afectar la
concentracion de AU, ellos son: el tipo de
muestra empleada para el anélisis, el material
del recipiente de recoleccién (absorcion de la
albdmina al pléastico), temperatura de
almacenamiento, turbiedad de la muestra
(13).

Muestra

La determinacion de AU depende
de una adecuada técnica de recoleccién de la
muestray de su procesamiento inmediato.

La excrecidon de AU es variable a lo
largo del dia y depende de factores como el
estrés, el grado de hidratacién, la actividad
fisica o la ingesta proteica. Esto ha llevado a
considerar a la orina de 24 horas como la

muestra de referencia para su medicion, el
gold standard (5). Sin embargo, la dificultad
que representa para los pacientes juntar esta
orinay los errores asociados a su recoleccion,
con frecuencia incompleta, han generado la
necesidad de buscar muestras alternativas
paramedir la excrecién urinaria de albimina.

®

Tabla Il. Condiciones que afectan la determi-
nacion de albumina urinaria.

Condiciones que afectan la d\ inacion de

Actividad fisica intensa

Hora del dia

Paosicion vertical (proteinuria artostética)

Sobrecarga salina o proteica

Estado de ayuno

Estado de hidratacion

Estados inflamatorios

Sindrome febril agudo

Insuficiencia cardiaca congestiva

Mal control glucémico

Presion arterial descontrolada

Consumo excesivo de alcohol

Condiciones que aumentan la permeabilidad vascular
(ej. septicemia)

Hematuria

Contaminacion de orina con flujo vaginal o secreacién uretral
Infeccién urinaria sintomatica
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En este contexto se han propuesto
como muestras opcionales, la primera orina
de lamafiana u orinas aleatorias o aisladas. En
ambos casos los resultados deben expresarse
referidos a la concentracion de creatinina en
orina, con el fin de eliminar las variaciones en
funcién del grado de hidratacion. Surge asi la
relacion AU/creatininuria (RAC) (14). Dicha
relacién proporciona una estimacién precisa
de la excrecidn urinaria de albdmina que no es
afectada por el estado de hidratacion del
paciente. Multiples estudios han demostrado
quelaRACen primeraorinade lamafnanaesel
espécimen mds adecuado para la pesquisa de
AU y su monitorizacion. Dado que la primera
orina de la mafiana esta menos influenciada
por el estado de hidratacion y por la actividad
fisica, posee menor variabilidad bioldgica y
tiene buena correlacidn con la excrecion de
albimina en 24 horas, es en la actualidad la
muestra recomendada (5). Asimismo, existe
evidencia de que la RAC tiene mejor poder
predictivo de eventos renales adversos que
otras muestras de proteinuria tales como: AU
en orina de 24 horas, proteinuria en orina de
24 horas y proteinuria en primera orina de la
mafana (15). Un estudio realizado en la
poblacion general demostré que de todos los
sujetos que presentaron AU en una muestra
de orina aleatoria, so el 43,5% confirmé esta
condicién en la primera orina de la mafana; la
muestra de orina aleatoria podria sobre-
estimarla AU (16).

Las guias K/DOQI recomiendan la
determinacion de la RAC para el diagndsticoy
seguimiento del paciente adulto, porque es el
biomarcador mas sensible para la deteccién
de nefropatia incipiente y ha sido mas
validado que la proteinuria en enfermedad
glomerular, diabetes e hipertension (1).

Otro aspecto a tener en cuentaes la
presencia de creatininuria en el denominador
de la RAC. Si se tiene en cuenta que la
creatininuria depende de la masa muscular, y
qgue la misma se ve alterada en mujeres,
ancianos, amputados, individuos musculosos,
etc., es obvio que en estos casos se podria
subestimar o sobreestimar el valor de AU.
Algunos investigadores proponen estimar la
proporcién de albumina excretada mediante
una férmula que incluye la RAC y la
creatininuria estimada. Este Ultimo parametro
podria calcularse mediante férmulas que
incluyen datos de edad, sexo, razay algunas de

ellas, el peso delindividuo (17,18).

El momento 6ptimo para la reco-
leccién de la muestra de orina es la mafiana
temprano. Todas las recolecciones deben
realizarse en el mismo momento del dia para
minimizar la variacién.

El paciente no debe haber ingerido
ningun alimento en las dos horas previas, pero
debe estar bien hidratado (sin reduccion del
volumen) (19).

Conservacion de lamuestra

La AU deberia medirse en muestra
de orina fresca (20). Si es necesario conservar
dicho espécimen es posible refrigerarlo
durante 7 dias entre 2-8 2C pues tanto la
albimina como la creatinina urinarias son
estables (21-23). También se puede congelara
—70 °C pero no a —20 °C, ya que a esta
temperatura se produce disminucién de la
concentracion de albimina como
consecuencia de la fragmentacion que sufre la
molécula (24-26).

La descongelacion se debe realizar a
temperatura ambiente y la muestra debe ser
homogeneizada con lafinalidad de disolver los
precipitados que hayan podido formarse (en
caso de presentar turbidez es recomendable
centrifugar el espécimen) (27).

Si fuera necesario realizar la
recoleccién de orina de 24 horas, esta debe
mantenerse refrigerada, sin necesidad del uso
de conservantes.

Consideraciones analiticas

La medicion de AU es compleja pues
la albdmina se presenta en la orina de formas
muy variadas y heterogéneas; su exposicion a
diferentes rangos de pH y de fuerza idnica
producen multiples cambios en su estructura.
Asimismo, la fragmentacion proteolitica de la
albumina que ocurre tanto en el plasma como
en los tubulos renales y la presencia de dife-
rentes analitos, iones, péptidos, hormonas y
drogas, que se unen a la molécula, afectan su
configuracién molecular (5,28).

En definitiva, la albumina en orina
se puede encontrar fragmentada o en forma
de mondmeros, dimeros, polimeros o

modificada. De manera interesante se
observa que mas del 99% de AU esta
degradada en fragmentos con un peso
molecular <10 kD, siendo la excrecidon de
albuminaintacta menora 1% (29).

Algunos autores sostienen que
parte de la albumina intacta presente en la
orina es no inmunorreactiva (Figura 1). La
naturaleza de esta molécula podria atribuirse
a cambios en los epitopes producidos como
consecuencia del proceso de protedlisis
incompleta en la via de fragmentacion
lisosomal que se lleva a cabo en las células
tubulares, lo que impediria su reconocimiento
por los anticuerpos utilizados en los
inmunoensayos. La presencia en orina de
albumina intacta no inmunorreactiva, se ha
demostrado en pacientes con diabetes tipo 1y
tipo 2, que son justamente quienes presentan
afectacién en el proceso de fragmentacion
lisosomal aun en etapas tempranas de la
nefropatia diabética (30-32). Un hecho
interesante en estos pacientes es que la
apariciéon de esta albumina intacta no
inmunorreactiva se anticiparia a la aparicion
de albumina inmunorreactiva entre 3,9y 2,4
afios segun el tipo de diabetes 1y 2,
respectivamente (31).

S

Figura 1. Formas moleculares de albumina
urinaria. Albuminuria: consideraciones
preanaliticasy analiticas.

Albumina intacta no
inmunorreactiva

Albumina intacta
inmunorreactiva

el

Fragmentos
~ dealbimina

Los métodos de diagndstico in vitro
disponibles para medir AU pueden clasificarse
en: semicuantitativos (tiras reactivas) y
cuantitativos (inmunonefelometria, inmuno-
turbidimetria, radioinmunoensayos, ELISA,
cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), electroforesis en un chip, croma-
tografia liquida espectrometria de masa en

»
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tandem (LC-MS) (33). Estos métodos
analiticos difieren en su capacidad de medir
las diferentes formas moleculares de
albumina presentesenlaorina.

Los métodos semicuantitativos
utilizan diferentes principios metodoldgicos.
La reaccidn depende de la concentracion de
albdmina, y del volumen de orina, por lo que
el grado de AU se subestima en las orinas
diluidas y se sobreestima en aquellas muy
concentradas. Aunque la medicién cualitativa
por tiras reactivas es rapida y facil de realizar,
las tasas de falsos positivos y falsos negativos
limitan su utilidad. Por otra parte, estan
sujetas a interferencias, son operador
dependiente, presentan una elevada
variabilidad entre los fabricantes y difieren
entre sien sensibilidad y especificidad (34).

Aunque el uso de tiras reactivas
para AU podria disminuir los costos de la
prueba, suempleo podria subdiagnosticarala
mayoria de los pacientes con AU o aumentar
el nimero de pacientes que deberian repetir
laprueba(34).

Los inmunoensayos turbidi-
métricos o nefelométricos son los métodos
analiticos de uso habitual en la practica clinica
(35). En Espafia, se hainformado que el 87,8%
de los laboratorios inscriptos en un programa
de control de calidad externo determinan la
albimina en orina mediante métodos
turbidimétricos y 12,1% utilizan métodos
nefelométricos. Los coeficientes de variacion
que se han registrado oscilan entre 5,4 y
10,0% para los métodos turbidimétricosy 6,8
y 15,5% para los métodos nefelométricos,
para un intervalo de concentraciones entre
260 y 970 mg/L (6), respectivamente. Sus
limites de deteccion de albuminuria varian
entre2y 10 mg/L(36).

Los inmunoensayos detectan
albumina urinaria intacta inmunorreactiva,
fragmentos de albumina >12KD, agregados
de polimeros de albumina y algunas formas
modificadas (35). Los anticuerpos empleados
pueden ser monoclonales o policlonales con
distinta sensibilidad para la deteccion de
formas andmalas o de fragmentos de
albumina presentes en la orina (6). Los méto-
dos que utilizan anticuerpos policlonales
poseen mayor sensibilidad que los
monoclonales (31).

Bargnoux AS, et al. realizaron la
comparacion de 5 ensayos inmunotur-
bidimétricos y concluyeron que los mismos
tuvieron una imprecision aceptable (CV<6%),
sin embargo, no fueron estrictamente
equivalentes. Las diferencias observadas se
atribuyeron en gran parte a la falta de
armonizacion del ensayo, a la implemen-
tacién del método, a la fuente de anticuerpos,
yal proceso de calibracién (37).

Los inmunoensayos son
influenciados por los epitopes reconocidos
por el anticuerpo y la reactividad con las
formas modificadas de albumina presentes
en la muestra de orina (31). Los anticuerpos
policlonales podrian reaccionar con formas
modificadas y fragmentadas de albumina
mientras que los monoclonales son mas
sensibles a las modificaciones estructurales
de albumina (39). El National Kidney Disease
Education Program (NKDEP) y los grupos de
trabajo de la International Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(IFCC) recomiendan el uso de inmunoensayos
con sueros policlonales, ya que reaccionan
con formas modificadas de albumina (13).

Altas concentraciones de antigeno
pueden causar un efecto hook, lo que resulta
en concentraciones falsamente bajas (38),
consideracion analitica muy importante a
tenerencuenta.

La cuantificacién de AU por HPLC
arroja valores superiores a los que se
obtienen por los métodos inmunoldgicos.
Esto podria atribuirse a que el método HPLC
detecta albumina intacta inmunorreactiva y
no inmunorreactiva (32); sin embargo,
algunos autores sostienen que esta sobre-
estimacion en la medicion de AU se debe a
que la albumina no se puede separar de otras
proteinas presentes en la orina. Se estima que
20-30% del pico de albumina observado en la
cromatografia, se debe a la presencia de
proteinas que coeluyen junto con la albumina.
A esta metodologia se le cuestiona la
especificidad (40).

Tanto los métodos inmunoldgicos
como la HPLC son incapaces de medir
fragmentos de albimina <10 KD (35)

La comparacién de los métodos
inmunolégicos y HPLC versus el método LC-

MS, demostré que HPLC sobreestima la AU
(41).

Recientemente se publicaron los
resultados de un trabajo de comparacién de
17 métodos comerciales para la medicién de
AU con cromatografia liquida dilucién
isotdpica espectrometria de masa (IDMS),
postulado como método de referencia para la
medicién de AU. Algunos procedimientos de
medicion de rutina exhibieron sesgos
relativamente pequefios en comparacion con
el procedimiento de IDMS, sin embargo, en la
mayoria de ellos, los sesgos fueron
importantes y variables con la concentracion
(-35% a 34%). El bias fue la principal fuente de
discrepancia entre los métodos de medicién
derutina (42).

Las diferencias observadas entre los
resultados obtenidos de distintos labora-
torios difieren en virtud de multiples factores
que afectan la medicidn de AU; entre otros, la
inexistencia de un procedimiento analitico de
referencia y de un material de referencia
internacional; la presencia de diferentes
formas moleculares de la albimina en orina,
tanto en la muestra como en los calibradores
(moléculas modificadas, fragmentadas,
glicosiladas, formas diméricas, polimeros), la
existencia de albumina no reactiva a los
anticuerpos, la unién inespecifica de la
albumina a los tubos utilizados para la
recoleccion del espécimen y los fendmenos
de polimerizacién y fragmentacion que se
producen durante su almacenamiento y en
los procesos de congelacién y descongelacion
delasmuestras (6).

La mayoria de los fabricantes de
productos para diagnéstico in vitro declaran
que el valor asignado a sus calibradores es
trazable al material de referencia que se
utiliza para la calibracién de la albdmina en
suero. Existen diferencias entre los fabri-
cantes en cuanto a los protocolos de
preparacion del calibrador, diluyente
utilizado, factor de dilucion, matriz de suero u
orina, etc. (6).

La falta de estandarizacion de la
prueba es un inconveniente para lograr
valores reproducibles entre los distintos
equipos comerciales de rutina.

En la actualidad, no hay objetivos



analiticos de consenso para el error total,
sesgo o imprecision de las mediciones de
albuminaenorina(42).

El Grupo de Trabajo de Laboratorio
del National Kidney Disease Education
Program y el de la International Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
estan llevando a cabo las tareas vinculadas con
la estandarizacion de AU, un proceso que se
encuentra en etapas avanzadasy que permitird
a los fabricantes de equipos comerciales
realizar mejoras en los procedimientos de
medicién(10), lo que redundara en la
obtencidn de resultados precisos y confiables
paralos pacientes.

En conclusién, la AU, muy solicitada
en los laboratorios de anlisis clinicos, es un
parametro de gran utilidad tanto para el
estudio de la enfermedad renal incipiente
como para la evaluacidn del riesgo
cardiovascular. El bioquimico debe conocer
qué condiciones preanaliticas afectan su
resultado, para dar indicaciones adecuadas al
paciente y proceder correctamente con el

manejo de la muestra hasta su medicién. Por
otra parte, es importante conocer que existen
diferentes formas moleculares de AU, que
seran detectadas o no segln el método y que
inciden en la interpretacion de los resultados.
La estandarizacion del método y armonizacién
entre laboratorios seran los pilares funda-
mentales para el fortalecimiento de este
parametro como indicador precoz de dafio
renaly riesgo cardiovascular.
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Prevalencia de mutaciones asociadas a resistencia
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La Rilpivirina esun NNRTI (inhibidor
no nucleosidico de la transcriptasa reversa) de
segunda generacidon que estd indicado en
combinacidon con otros agentes antirre-
trovirales para el tratamiento de la infeccién
por VIH en pacientes adultos. En el siguiente
trabajo Laboratorio MANLAB nos muestra la
prevalencia de mutaciones de resistencia a
NNRTI en pacientes infectados por VIH-1
incluyendo poblacién sin historia previa de
tratamiento antiretroviral, con tratamiento
previo con NNRTIs de primera generacién y
enindividuos con fracaso terapéutico.
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Resumen

La Rilpivirina (RPV) es un NNRTI
(inhibidor no nucleosidico de la transcriptasa
reversa) de segunda generacidon que se
administra en combinacion con otros antire-
trovirales. Se han reportado mutaciones
asociadas a resistencia (RAM) a RPV: L100I,
K101E/P, E138A/G/K/Q/R, V179L, Y181C/I/V,
Y188L, G190A/S/E, H221Y, F227C y M230I/L.
La prevalencia de RMA fue analizada en 400
muestras clinicas por técnicas de secuen-
ciacién poblacional. Los resultados mostraron
que 31 poseian mutaciones asociadas a alto
nivel de resistencia, 46 a moderado nivel de
resistencia y 45 a bajo nivel. La mutacion que
aparecido mas frecuentemente fue Y181C
(24/400) seguida por G190A (21/400). En 43
muestras se observé mas de una mutacion de
resistencia.

La prevalencia de mutaciones
asociadas a resistencia a RPV indica la
necesidad de evaluar individualmente a cada
paciente antes de introducir RPV en su
tratamiento y de realizar una vigilancia activa
de la resistencia en la poblacién de infectados
por VIH-1.

Introduccién

La Rilpivirina (RPV) es un NNRTI
(inhibidor no nucleosidico de la transcriptasa
reversa) de segunda generacidon que esta
indicado en combinacion con otros agentes
antirretrovirales para el tratamiento de la
infeccion por VIH en pacientes adultos,
administrdndose una Unica dosis diaria de 25
mg.

En el mercado local la droga se
encuentra disponible integrando co-
formulaciones con Emtricitabina y Tenofovir
(FTCy TDF) en regimenes de 1 dosis diaria. En
otros paises también esta disponible en
combinacion con Dolutegravir (DTG).

Su actividad in vitro contra cepas de
VIH resistentes a NNRTIs parece ser similar a
la de la Etravirina (ETV), otro NNRTI de
segunda generacion pero superior a los
NNRTIs de primera generacion, Nevirapina
(NVP)y Efavirenz (EFV).

La RPV conserva su actividad frente a
variantes virales portadoras de mutaciones
asociadas a resistencia a NNRTIs de primera
generacion, tales como K130N (1). Al ser un
NNRTI del grupo de las diarilpirimidinas posee
cierta flexibilidad estructural que posibilita su
unién al bolsillo NNRTI en varias confor-
maciones y por este motivo es relativamente
adaptable a mutaciones en la retro-
transcriptasa de VIH-1(2). Otras ventajasdela
RPV son su mejor tolerabilidad y menor
numero de efectos adversos en comparacién
con Efavirenz (3).

Pese a las bondades de este antirre-
troviral, durante los estudios clinicos de fase
IIl ECHO y THRIVE se hallaron mutaciones
asociadas a resistencia a RPV mediante el
andlisis de las cepas de VIH-1 de pacientes con
falla viroldgica bajo terapia con RPV (4). En la
retrotranscriptasa de VIH-1 se conoce que las
mutaciones K101E/P, E138A/G/K/Q/R,V179L,
Y181C/I/V, Y188L, H221Y, F227C y M230I/L
causan dicho efecto (5).

De estas mutaciones se sabe que la
presencia de K101E, E138K o Y181C hace



disminuir 2,5-3 veces la susceptibilidad a RPV
y que es comun en pacientes que reciben
este medicamento. E138K fue observada
mas frecuentemente en los pacientes
tratados con RPV que mostraban falla
viroldgica y aparecio junto a M184I/V y otras
mutaciones asociadas a NNRTI. Por otro lado
la mutacién Y181C podria ser antagonista de
E138K segun fue sugerido por Asahchop y
col., 2013 (6).

La mutacion M184l por si sola no
provoca una disminucién en la sensibilidad a
RPV, pero si lo hace si se presenta junto a
E138K (7 veces menos) o a K101E (4,5 veces
menos). Las mutaciones M184l1 y E138K
pueden compensarse mutuamente para
restaurar la aptitud enzimatica compro-
metida por cualquiera de las dos mutaciones
por si sola (7). La co-ocurrencia de las
mutaciones K101E y E138K incrementd
ligeramente la resistenciaa RPV enrelaciona
la otorgada por E138K sola (7). 1135T/L y
mutaciones de escape en linfocitos T
citotoxicos restringidos en HLA*B 51/52
pueden predisponer al VIH-1 a presentar
E138K ante el fracaso de la terapia que
incluya RPV (8).

Las combinaciones L1001+K103N/S y
L100+K103R+V179D estdn fuertemente
asociadas a una susceptibilidad reducida a la
RPV. No obstante, cuando K103N/R/S o
V179D aparecian solas no se detectd ningun
descenso enlasusceptibilidad.

De acuerdo al trabajo de Calvez y col.
(9) las mutaciones con mayor prevalencia en
pacientes no tratados previamente
resultaron ser E138A/G/K/Q/R y Y181C/I/V.
Ademas la prevalencia de estas mutaciones
varia segun regidon geografica. De esta
manera, las areas donde se registraron
mutaciones en E138 con mas frecuencia
fueron Latinoamérica/Caribe y Europa,
mientras que las de Y181 son parti-
cularmente prevalentes en Norteamérica.
También se registraron variaciones segun el
subtipo de VIH-1 analizado, siendo las
mutaciones en E138 mds frecuentes en el
subtipo-C.

Por otra parte, la resistencia a RPV
fue reconocida en cerca del 20% de los
pacientes para los cuales fallaron otros
NNRTIs y resulté ser mas comun tras la falla
de tratamientos con Etravirina (27.6%) o
Nevirapina (25%) que con Efavirenz (14,5%)
(10) y en el 90% de los casos la resistencia a
RPV en ensayos clinicos de fase |1l condujo a
la resistencia cruzada a Etravirina. Ademas la
resistencia preexistente a NRTIs (inhibidores
nucleosidicos de la transcriptasa reversa) y
NNRTIs en pacientes que cambian a un
régimen RPV-FTC-TDF por razones de
practicidad estd asociada a un riesgo mayor
derecaidaviroldgica (11).

Lambert-Niclot y col. (12,13,14)
encontraron que la prevalencia de la
resistenciaa RPV en pacientes para los cuales
el tratamiento con NRTIs y NNRTIs habia

fracasado y que poseian al menos una
mutacién de resistencia a los NNRTI en su
VIH-1 fue mds de 10 veces mayor que en
pacientes sin terapia antirretroviral previa.

Debido a la presencia de mutaciones
de resistencia a RPV es necesaria la seleccién
cuidadosa de pacientes a los cuales prescribir
esta medicacion, ya sea en primera o
segunda linea, o bien si se desea administrar
RPV en alguna de sus co-formulaciones para
mantener la supresion viroldgica de manera
mas conveniente y econémica.

El objetivo del presente estudio es
determinar la prevalencia de mutaciones
asociadas a la resistencia a RPV en pacientes
conosintratamiento previocon NNRTIs.

Materiales y métodos

Poblacién de estudio y tipo de muestras

Se analizaron 400 muestras de
plasma con EDTA correspondientes a
pacientes infectados con el virus VIH-1 con
valores de carga viral (CV) = 500 copias/ml,
independientemente de su edad o historia de
exposicién al TARV (tratamiento antirre-
troviral). Todos los pacientes estudiados
procedian principalmente de la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires y sus alrededores
y de algunas provincias del interior de la
Argentina.
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Extraccion del ARN viral

El ARN viral fue extraido a partir de 1
ml| de plasma con EDTA con el equipo
MagnaPure 96 (Roche Diagnostics GmbH) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. En
muestras con valores de CV < 1000 copias/ml
el virus fue concentrado por centrifugacion
durante 1 hora a 17.000 RPM para aumentar
lasensibilidad.

Amplificaciény secuenciacion

El ARN viral extraido fue amplificado
en un procedimiento de un solo paso usando
el LC RNA VIRUS MASTER kit (Roche
Diagnostics GmbH) y los cebadores MJ3y MJ4
(15) parala transcriptasa reversa (RT) y 5'prot
1y 3’prot 1 para la proteasa (PR) (16). Los
productos amplificados se sometieron a PCR
anidada utilizando los cebadores A-35 y Nel-
35(17) paralaRTy5 prot2y 3’ prot2parala
PR (16).

La reaccion de secuenciaciéon fue
realizada con el BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EEUU) a partir de los productos de
PCR purificados, utilizando los cebadores
5’prot 2 y 3'prot 2, con la obtencién de la
secuencia nucleotidica completa del gen que
codifica para la PR viral (codones 1-99) y A-20
y Nel-20 para obtener la secuencia nucleo-
tidica parcial del gen que codifica para la RT
viral (codones 20-240) (17).

En todos los casos los ciclados fueron
llevados a cabo en un Veriti Thermal cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).

Los productos de las reacciones de
secuenciacion fueron purificados y sometidos
a electroforesis capilar en un secuenciador
automatico ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.)y
las secuencias nucleotidicas fueron analizadas
mediante los softwares de andlisis de
secuencias, Sequencer Analysis v 5.4 y
ChromasLite 2.1.1.

Para evaluar la presencia de muta-
ciones asociadas a resistencia a los antirre-
trovirales las secuencias analizadas fueron
incorporadas en la base de datos de la
Universidad de Stanford de libre acceso
https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-

sequences/ con la finalidad de identificar las
mutaciones asociadas a resistencia a
antirretrovirales.

Resultados

Se observaron mutaciones asociadas
a Ripilvirina en 122 de las 400 muestras
analizadas. Dentro de estas, la que aparecio
con mayor frecuencia fue Y181C (24/122),
seguida por G190A (21/122), E138A (16/122),
K101E (15/122), L100I (13/122), E138K
(7/122), G190S (6/122), Y188L (5/122), G190E
(4/22), Y181C/1 (3/122), M230L (2/122) y
K101P (1/122)y E138G/Q (1/122)%. (Tabla 1y
Figural).

.

Tabla 1: Prevalencia de mutaciones detec-
tadas segun niveles de resistencia reportados
para esa mutacion

Resistencia
(nivel)
Mutacion
detectada Alto Intermedio Bajo

L100I 13

K101E 15

K101P 1

E138A 16
E138G 1
E138K 7

E138Q 1
Y181C 24

Y181l 3

Y181V 3

Y188L 5

G190A 21
G190S 6
G190E 4

M230L 2
Totales 31 46 45

Prevalencia de mutaciones detectadas segun
los niveles de resistencia: total de mutaciones
detectadas 122/400 (30.5 %), prevalencia por
nivel de resistencia: de nivel alto: 31/400 (7.7
%) , de nivel intermedio: 46/400 (11.5 %) y
nivel bajo45/400 (11.2%).

De las muestras con mutaciones
detectadas (n=122), 31 poseen mutaciones
asociadas a alto nivel de resistencia a RPV, 46
poseen resistencia de nivel intermedio y 45 de
bajo nivel. (Tabla 1y Figura 2).

Los codones mas cominmente muta-
dos fueron el 181 (35/122) y el 190 (31/122),
les siguieron en frecuencia de mutacion los
codones 138 (25/122), 101 (16/122), 100
(13/122) y 188 (5/122). El codén mutado con
menor frecuencia (2/122) resulté serel 230.

.

Figura 1: Mutaciones detectadas segun el
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Figura 2: Mutaciones detectadas segun
niveles de resistencia reportados para los
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mutaciones detectadas y a los niveles de
resistencia asignados.

En 43 delas 122 muestras que presen-
taron mutaciones a NNRTIs se hallé mas de
una mutacién. Los resultados correspon-
dientes a la combinacién de mutaciones se
puede observarenlaTabla 2.
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Tabla 2: Prevalencia de mutaciones de

resistencia combinadas

Mutacién Mutacién Numero de
detectada detectada casos
Y181C G190E 3
Y181C G190A 4
Y181C G190S 4
K101E G190A 9
E138K Y181V 2
K101E G190S 2
K101E E138K 2
L100I Y181C 2
K101E Y181C 4
Y188L G190A 1
E138K Y181C 1
E138K M184V 1
K101E M184I 1
L100I K103N 7

Total 43

De las 122 muestras que presentaron muta-
ciones asociadas a resistencia 43 (35.2 %) pre-
sentaron asociacion de mutaciones, respecto

al total de muestras analizadas representan
43/400(10.7 %).

Otras mutaciones asociadas a
NNRTI de primera generaciéon que se
detectaron fueron: V179l (9/400), V179D
(16/400), V179E (3/400), V179T (1/400),
K103N (18/400) K103R (4/400).

Discusion

En el presente estudio se muestra la
prevalencia de mutaciones de resistencia a
NNRTI en pacientes infectados por VIH-1
incluyendo poblacion sin historia previa de
tratamiento antiretroviral, con tratamiento
previocon NNRTIs de primera generaciényen
individuos con fracaso terapéutico. Se utilizd
secuenciacion poblacional de las variantes
circulantes en plasma.

La prevalencia global de mutaciones
asociadas a resistencia a NNRTIs obtenida es
del 30.5 % (122/400) en la poblacién
estudiada, valor significativamente mayor que
la obtenida por otros autores. En un meta

analisis realizado (9) en base a 138 publi-
caciones que comprendian 64.466 pacientes
sin antecedentes de tratamiento previo con
RPV la prevalencia en Latinoamérica fue del
3.6%. La base de datos de resistencia a
antivirales de VIH-1 del Reino Unido indica
unaresistencia global del 6.2 % para RPV.

Recientemente ha sido publicado un
trabajo (18) con pacientes de la poblacidn
Argentina sin tratamiento previo, en el cual se
detectd resistencia a RPV en un 13 %. Por otra
parte Picchioy col. (19) han detectadoun 17 %
de muestras resistentes en individuos infec-
tados.

Del total de muestras con mutaciones
el 7.75 % (31/400) poseian resistencia de alto
nivel lo que hace suponer un probable fracaso
terapéutico y un 11.5 % (46/400) resistencia
intermedia.

Se detectd la presencia de dos
mutaciones asociadas a resistenciaen 10.75%
(43/400). La combinacion E138K+ M184l,
asociada a niveles altos de resistencia no fue
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detectada en ninguna muestra.

La utilizacién de secuenciacién de
nueva generacion (NGS) podria brindar mayor
informacion sobre la prevalencia de muta-
ciones de resistencia. Con esta metodologia es
posible determinar poblaciones minoritarias
de entre el 2 % y el 20 % que con la
metodologia utilizada en este estudio no es
posible detectar. Estas mutaciones minori-
tarias podrian ser la causa del fracaso
terapéutico en algunos casos aunque la
importancia de su detecciéon no esta
ampliamente aceptada.

Los resultados obtenidos muestran la

necesidad de la vigilancia activa de la
resistencia hacia RPV y otros antiretrovirales.
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Niveleés'de estradiol en nifios y jovenes
y su relacion con género, edad, presion arterial,
lipidos plasmaticos y polimorfismo Xbal del receptor de estrégenos

@ 17 min.

Las hormonas esteroides desem-
pefian un papel importante en la fisiologia
normal y patoldgica del organismo humano.
A través de sus receptores y las variaciones
genéticas influyen sobre el metabolismo de
los lipidos y la presion arterial, entre otras
funciones. Hay evidencia que muestra que el
impacto de los estrégenos va mas alla de las
génadas y se extiende a la fisiologia del
sistema cardiovascular, esquelético, dseo,
nervioso, presion sanguinea, sistema inmune
y metabolismo de los lipidos, entre otros. En
el siguiente estudio determinan los niveles de
estradiol y su relacién con género, edad,
presion arterial, lipidos plasmaticos y
polimorfismo del receptor de estrégenos.
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Resumen

La identificacion de factores de
riesgo para las enfermedades cardiovas-
culares (ECV) puede ayudar a prevenir su
desarrollo. Las hormonas esteroides a través
de sus receptores y las variaciones genéticas
influyen sobre el metabolismo de los lipidos y
la presion arterial, entre otras funciones.
Métodos: Estudio descriptivo realizado en
nifios y adolescentes entre 8 y 18 afios de
edad. Objetivo: Determinar los niveles de
estradiol y su relacion con género, edad,
presion arterial, lipidos plasmaticos y
polimorfismo Xbal del receptor de
estrogenos. Resultados: No se encontré
relacién estadistica entre el polimorfismo
Xbal y las concentraciones de estradiol, pero
si entre el polimorfismo y el perfil lipidico, de
igual manera entre las concentraciones de
esta hormona con triglicéridos y c-VLDL.
Conclusiodn: Este trabajo evidencia la relacién
entre niveles de estrégenos, edad, presion
sanguinea y lipidos plasmaticos, de igual
forma demuestra una relacién entre
polimorfismo Xbal del ESR1 y los niveles de
lipidos.

Palabras claves estrégenos, polimorfismo
genético, lipidos, estradiol, presion arterial,
indice de masa corporal.

Introduccion

Las hormonas sexuales (testosterona
y estradiol), en especial este ultimo,
desempefian un papel importante en la
fisiologia normal y patolégica del organismo
humano. Hay abundante evidencia que
muestra que el impacto de los estréogenos va

mas alld de las génadas y se extiende a la
fisiologia del sistema cardiovascular, esque-
|ético, 6seo, nervioso, presion sanguinea,
sistema inmune y metabolismo de los lipidos,
entre otros (1-4). Es reconocido que existen
diferencias de sexo en el efecto de las
hormonas esteroides sobre estos y otros
sistemas y que estas diferencias se
manifiestan desde edades muy tempranas y
se mantienen alo largo de lavida de hombres
y mujeres (1). El estradiol, el principal
estrogeno, es tal vez la mas potente y simple
molécula en los humanos; se le ha
demostrado un sinndmero de acciones sobre
casi todos los 6rganos y sistemas del cuerpo a
través de muchas vias. Entre otras, se ha
referenciado que el estradiol tiene efecto
cardioprotector no solo por su accién en el
metabolismo de los lipidos (5-7), sino
también por su modulacién sobre el
endotelio (8, 9). También se ha relacionado
con sistemas que regulan la presidn
sanguinea (10, 11). En las mujeres el efecto
cardioprotector de los estréogenos y la
modulacion sobre la presion sanguinea, se
pierde cuando se llega a la menopausia (12),
dondelos niveles de estradiol son muy bajos.

Los estrogenos ejercen su accién a
través de dos tipos de receptores: receptores
de estrogenos alfa (ESR1) y receptores de
estrogenos beta (ESR2) (4, 9, 13), los cuales
son traslocados al nucleo y regulan la
expresion de genes blanco a través de
diversos mecanismos, llamados mecanismos
gendmicos, que son lentos; pero los
estrogenos también pueden actuar mas
rapido a través de mecanismos no gendmicos
que involucran vias de sefializacion celular
(14, 15). Ambos tipos de receptores tienen
isoformas o polimorfismos que exhiben



diferentes modelos de expresion y funcidn en
los tejidos (5). El gen receptor de estrégenos
ESR1 estd constituido por 140 kb de ADN,
distribuidos en ocho exones que codifican para
una proteina acida de 595 aminodcidos de un
peso molecular aproximado de 66 KDa (16).
Varios polimorfismos de nucledtido unico
(SPN) han sido identificados en el ESR1,
aunque el mejor caracterizado es el
polimorfismo Xbal, el cual es identificado por la
enzima de restriccién Xbal. Este estd localizado
en el primer intrén del gen ESR1; el sitio de
restriccion involucra una transicion de una A
porunaGenlaposicion351(17, 18).

Varios estudios han demostrado que la
variacion genética de los receptores de
estrogenos esta asociada con las enfer-
medades cardiovasculares en ambos sexos (3,
8, 9). Estos receptores de estrégenos pueden
modular el riesgo cardiovascular
indirectamente a través de las alteraciones del
metabolismo de los lipidos y la glucosa (19-21),
o directamente a través de sus efectos sobre el
endotelio (8, 11).

Siendo que los estrogenos ejercen
acciones sobre el sistema cardiovascular, se
hace necesario identificar en nifios y
adolescentes, como estrategia de prevencion,
las relaciones de los niveles de esta hormona
con factores como lipidos plasmaticos y
presién sanguinea que predisponen al
desarrollo de la enfermedad cardiovascular
(22, 23). La identificacion de factores de riesgo
cardiovascular en edades tempranas puede
ayudar a prevenir el desarrollo de estas
enfermedades en la edad adulta.

El objetivo de este estudio fue analizar
en nifios, niflas y adolescentes de diferentes
grupos de edad, la posible relacion entre los

niveles plasmaticos de estradiol, la presion
sanguinea, los lipidos y el polimorfismo del
ESR1.

MATERIALESY METODOS
Tipo de estudio

Estudio descriptivo de corte trans-
versal, con una muestra representativa de la
poblacién escolarizada del departamento del
Quindio (escolares de 8-18 afios). La seleccion
se establecié por conglomerados de colegios
publicos, mediante un muestreo aleatorio
simple.

Se excluyeron del estudio los escolares
que en el momento de la toma de muestra
presentaron endocrinopatias o enfermedades
cronicas o agudas. El consentimiento
informado fue firmado por los padres o adultos
responsables de los escolares. La investigacion
fue aprobada por el Comité de Bioética de la
Universidad del Quindio.

Determinaciones bioquimicas

Las muestras de sangre se tomaron por
venopuncién en un tubo sin anticoagulante
para la obtencidn del sueroy un tubo con EDTA
para la extraccion del ADN. Los niveles de
estradiol en suero se midieron con el kit
Estradiol (E2) Enzyme Immunoassay Test
(BioCheck). Brevemente, el ensayo se realizd
en placa de 96 pozos, se adicionaron 100 pl del
reactivo conjugado de estradiol-HPR en cada
pozo, luego se adicionaron 50 pl de anti-
estradiol (E2), se mezcld durante 30 segundosy
se incubo a temperatura ambiente durante 90
minutos. Después se lavd cinco veces con agua
destilada y se adicionaron 100 pl del reactivo
TMB, luego se incubd a temperatura ambiente

durante 20 minutos; la reaccion fue detenida
adicionando 100 pl de solucién Stop, para leer
a 450 nm. El perfil lipidico se cuantificé por
métodos enzimaticos colorimétricos estandar
de lalinea Sera-Pak Plus (Bayer S.A.), siguiendo
el protocolo propuesto por el fabricante.

Polimorfismo Xbal del receptor de estrogenos

La extraccion del ADN se realizd
utilizando el kit Wizard Genomic DNA
Purification. Siguiendo las indicaciones del
fabricante. El polimorfismo Xbal del gen
receptor de estrégenos ESR-1 fue amplificado
por PCR durante 35 ciclos; utilizando las
siguientes condiciones: desnaturalizacion a
94°C por 30 segundos, el alineamiento a 61°C
por 40 segundos y la extension a 37°C por 90
segundos (24); usando las siguientes
secuencias de Primers: Forward
*CTCTACATGTTCCTAAAGAGG’ y Reward
*"CGATTATCTGAATTTGGCCTGG" . La
visualizacion del producto de PCR se realizd en
un gel de agarosa al 2%, esperando como
resultado unabandade 596 pb.

Luego, este producto de PCR fue
digerido con la enzima de restriccién Xbal. Se
tomaron 5 pl del producto amplificado, se le
afiadieron 2 pl de buffery 0,5 pl de la enzima de
restriccion Xbal; las muestras fueron incubadas
a37°Cdurante 40 minutos. Los resultados de la
digestion fueron visualizados en geles de
agarosa al 2%. La presencia de dos bandas con
tamafios moleculares de 226 pb y 370 pb
indicaba un homocigoto para el genotipo AA; la
presencia de tres bandas de 226 pb, 370 pb y
596 pb indicaba un individuo heterocigoto con
un genotipo AG y la presencia de una sola
banda de 596 pb indicaba un individuo
homocigoto para el alelo normal con un
genotipo GG (24).
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Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizd
utilizando SPSS v.18.0. Se determind la
normalidad de las variables cuantitativas
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Para las frecuencias genotipicas del
polimorfismo se realizé una prueba de Chi
cuadrado. Se relacionaron las diferentes
variables clinicas (perfil lipidico, presion
arterial, indice de masa corporal) con los
niveles de estradiol en suero y el polimorfismo
Xbal del gen ESR-1 asi como el polimorfismo
Xbal con las concentraciones de estradiol
usando la prueba de Kruskal-Wallis y
correlacién de Pearson, y para las variables con
distribucién normal se aplicé un modelo lineal
general. Se asume como valor estadisti-
camente significativo cuando el valor p<0,05.

RESULTADOS
Caracteristicas generales de la poblacion

La muestra poblacional total estudiada
fue de 213 escolares, de los cuales 89 eran
nifos (41,8%)y 124 nifias (58,2%). En la Tabla 1
se describen las variables generales de estudio
en la poblacién, evidenciando una edad
promedio de 13 afos, el indice de masa
corporal dentro de los rangos normales para la
edad, aligual que la presion arterial.

En cuanto al perfil lipidico, el colesterol
total, triglicéridos, VLDL y LDL, fueron
normales segun los valores de referencia
internacional (25), pero los valores del HDL
fueron bajos.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de la
poblacion de estudio
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Niveles de estradiol y variables bioquimicas,
fisiolégicas y antropométricas

Se encontraron diferencias signi-
ficativas entre las concentraciones de estradiol
en suero con respecto al género (p = 0,00),
observdndose concentraciones mas altas de
estradiol en las nifias (91,86 pg/ml) que en los
nifos (78,39 pg/ml).

Por otro lado, se encontré que las
concentraciones de estradiol aumentan con la
edad de los nifios y adolescentes (p = 0,0001),
esta diferencia es mas notable entre el grupo
de nifios menores de 10 afios y los otros dos
grupos (Figura 1).
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Figura 1. Relacion de las concentraciones de
estradiol en suero con los rangos de edades.

Variable Media 1.C95% Rango (Min - Max)
Edad (afios) 134 (13,03-13,78) (8-18)
indice de masa corporal (kg/m?) 19,01 (18,6-19,6) (11,3-33,65)
Presion sistélica (mmHg) 97,95 (95,96 - 99,94) (60-137)
Presion diastolica (mmHg) 64,5 (62,77 - 66,22) (40-128)
Colesterol (mg/dl) 150,0 (145,5-154,5) (90-351)
Triglicéridos (mg/dl) 107,5 (98,8 - 116,03) (28-410)
c-HDL (mg/dl) 36,95 (35,78-38,3) (22-72)
C-VLDL (mg/dl) 21,36 (19,7-23,0) (6-77)
c-LDL (mg/dl) 91,62 (83,3-96,1) (12-298)
Niveles de estradiol (pg/ml) 89,72 (86,5-93,0) (61-219)

Con respecto a las concentraciones de
estradiol en suero y los componentes del perfil
lipidico, se observé una relacidn inversamente
proporcional y estadisticamente significativa
entre estradiol, triglicéridos y el c-VLDL (Tabla
2). Sin embargo, los niveles de estradiol en
suero solo explican el 5% de la variabilidad de
los niveles de los triglicéridosy el c-VLDL.
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Tabla 2. Relacion entre las concentraciones de
estradiol con el perfil lipidico y la presiéon
arterial

Estradiol en suero

Variables Tipo de relacion Valor p
Colesterol No se evidencid 0,984
Triglicéridos Inversa 0,002*
c-HDL No se evidencid 0,380
c-LDL No se evidencid 0,134
c-VLDL Inversa 0,001*
Edad Directa 0,0001*
Presion arterial sistdlica Directa 0,001*
Presion arterial diastdlica Directa 0,005*
IMC Directa 0,016*

* Relacion estadisticamente significativa entre las variables, con p-valor <0,05.

Por otro lado, los resultados muestran
una relacién directamente proporcional y
estadisticamente significativa entre
concentracion de estradiol y la presion arterial
sistdlica y diastdlica (p = 0,001 y p = 0,005,
respectivamente); la variacion en la presién
arterial sistdlica fue explicada solo en un 10%
por la variable predictora (niveles de
estradiol).

Finalmente, la relacién de los niveles
de estradiol con el IMC es estadisticamente
significativa (p = 0,016), siendo esta relacion
directamente proporcional.

Polimorfismo Xbal del receptor ESR1

La Tabla 3 describe la frecuencia de
cada genotipo y alelo en la poblacién. Los
datos muestran que la poblaciéon no esta en
equilibrio Hardy-Weinberg para el polimor-
fismo Xbal del gen del ESR1, (X? = 83,83); valor
que no se encuentra dentro del rango de
aceptacion.
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Tabla 3. Distribucién alélica y genotipica del
polimorfismo Xbal del receptor ESR1len la
poblacion

Alelos No. de alelos Frecuencia alélica
A 179 42%
G 247 58%
Genotipos No. de individuos Frecuencias genotipicas
AA 7 33%
AG 164 77,0%
GG 42 19,7%
Total 213 100%

Niveles de estradiol y polimorfismo Xbal

Los resultados muestran que no hay
relacién entre niveles de estradiol y
polimorfismo Xbal (p=0,97); sin embargo, los
niveles mas altos de estradiol se presentaron
en individuos portadores del genotipo GG
(Tabla 4).
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Tabla 4. Relacion del polimorfismo Xbal con los
niveles de estradiol

Genotipo Niveles de estradiol (pg/ml) Valor p
AA 86,6:20,7
AG 89,5:22,8 p=097
GG 90,9+29,1




Polimorfismo Xbal y perfil lipidico

La Figura 2 muestra la relacion entre
los genotipos del polimorfismo Xbal del
receptor ESR1 y los parametros del perfil
lipidico. Se encontraron diferencias
significativas en los niveles de triglicéridos y c-
VLDL con respecto a los genotipos del
polimorfismo (p = 0,016 y p = 0,015,
respectivamente); los individuos con
genotipo AA presentaron los valores mas
altos de los dos tipos de lipidos. El analisis,
usando un modelo lineal generalizado para
relacionar el polimorfismo Xbal del receptor
ESR1 con cada uno de los componentes del
perfil lipidico, mostré que el polimorfismo
Xbal no afecta los niveles de c-LDL. Sin
embargo, las variables como colesterol total,
triglicéridos, c-HDL y c-VLDL fueron
influenciadas por el polimorfismo del gen
receptor de estrégenos.
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Figura 2. Relacién del polimorfismo Xbal con
los niveles de CT, triglicéridos, c-VLDL y c-

Discusion

En este trabajo se investigaron los
niveles de estradiol y su relacién con el
género, la edad, la presidn arterial, los lipidos

plasmaticosy el polimorfismo Xbal del gen del
receptor ESR1 de estrogenos.

El presente trabajo evidencio
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mayores niveles de la hormona que los nifios;
hay evidencia de que los niveles de estradiol
son muy bajos antes del inicio de la pubertad
tanto en nifios como en nifias, pero aun en
esta etapa los nivel de esta hormona son mas
altos en las nifias que en los nifios; en la
pubertad estas diferencias se acrecientan
entre ambos sexos (26-30) y permanecen
hasta que la mujer alcanza la menopausia,
donde los niveles de estrégenos disminuyen
significativamente (31) hasta ser similares a
losde loshombres.

De igual forma, en este trabajo se
evidenciaron diferencias en la concentracién
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del estradiol con la edad, aumentando
significativamente a medida que aumentaba
la edad de los grupos, pero siendo menor la
diferencia entre los grupos de 11-14 y 15-18
afios, edad en la que se ha alcanzado y pasado
la pubertad (28, 32). Estos datos también
confirman resultados previos que describen
un aumento de estradiol con la edad hasta
alcanzar sus niveles de adulto en la
preadolescencia y adolescencia (26), para
volver a cambiar en la mujer en la menopausia
(29, 31), donde los niveles de estradiol
disminuyen hasta alcanzar valores muy
similares a los niveles en hombres (31). Se
conoce que los estrégenos a través de sus
receptores ejercen efectos importantes en los
6rganos reproductivos y en otros 6rganos y
sistemas en hombres y mujeres (1); los niveles
de estrégenos en sangre son responsables de
la mayoria de las diferencias de género,
especialmente en embriogénesis (33),
pubertad y adolescencia (28), de alli que lo
niveles plasmaticos de estrdégenos estén
relacionados con el ciclo vital de humanos y
mamiferos (26,27, 29).

Esta investigacién también encontrd
una relacion directa entre niveles de
estrogenos y presion arterial sistélica y
diastdlica. En un trabajo anterior Landazuri et
al. (34) habian descrito un aumento de la
presidn sistélica y diastdlica con la edad en
nifios, nifias y adolescentes de los mismos
rangos de edad, que los del presente estudio;
sin embargo, en ese trabajo no se midieron los
estrégenos, pero podria asumirse que si los
estrogenos aumentan con la edad (presente
trabajo) y la presion aumenta con la edad (34),
exista una relacion directa entre estrégenos,
edad y presion. Asi se conoce que hombres y
mujeres comienzan la pubertad entre 9 y 12
afios (32, 35) y que este periodo esta
acompafiado por un incremento en las
hormonas sexuales, testosterona en hombres
y estradiol en mujeres (32), estas hormonas
influyen sobre diversos sistemas que regulan
presion arterial como el sistema renina
angiotensina aldosterona (23, 36), y la
osmolaridad, entre otros (37); ademas los
estrogenos ejercen efectos directos sobre las
células vasculares del musculo liso, también
inhiben la proliferacién celular e inducen la
vasodilatacion mediante la regulacion de la
permeabilidad idnica de la membrana y la
modulaciéon de factores de relajacion
derivados del endotelio (10, 11). Se han

identificado receptores de estrégenos
funcionales en células de musculo liso vascular
y también se han demostrado sitios
especificos de unién de estrégenos en el
endotelio (5); por tal motivo, no es
sorprendente que en este trabajo se
encontrara una relaciéon directa entre
estrégenos y presion arterial sistdlica y
diastdlica.

Este trabajo también muestra una
relacién de los niveles de estrégenos con los
triglicéridos y las VLDL, una lipoproteina rica
en triglicéridos. Aqui, se observd que los
individuos con concentraciones altas de
estradiol mostraban concentraciones bajas de
triglicéridos y c-VLDL. Evidencia cientifica
muestra que los estrégenos tienen una amplia
variedad de efectos sobre el perfil de lipidos en
hombres y mujeres (19, 21), y se describen
cambios significativos en los niveles de lipidos
en suero y de lipoproteinas durante la
pubertad (38-41).

Al respecto de niveles de estradiol y
lipidos en adultos, Brynhildseny Hammar(19)
demostraron que en mujeres que tomaban
una combinacidon de estradiol/noretisterona,
después de 24 semanas, el CT, la lipoproteina
a, Lp(a) y c-VLDL disminuyeron signifi-
cativamente, mds que en las que tomaban
placebo. Similaralo encontrado en el presente
estudio, excepto por la Lp(a) que no fue
medida. Por otro lado, se conoce que un papel
importante de los estrégenos, tanto
enddgenos como exdgenos es elevar las
concentraciones de c-HDL y disminuir las
concentraciones de c-LDL (42, 43), a través de
un mecanismo que aumenta, por un lado, la
captacion de LDL (43) y por otro lado el ARN
mensajero de los receptores de c-LDL (42-44),
aunque en el presente trabajo no se evidencio
efecto sobre c-HDL y c-LDL. Sin embargo, es
de anotar que los estudios anteriormente
descritos se han hecho sobre poblacién adulta
con enfermedad o cambios hormonales y que
la relacion entre hormonas esteroides y el
metabolismo lipidico en nifios y adolescentes
puede ser diferente, como lo demostré un
estudio reciente (45) en el que se encontro
que el nimero y tamaiio de las lipoproteinas
estan mas fuertemente relacionados con la
estructura y la funcién vascular que los lipidos
tradicionales en adolescentes que en adultos,
y su medicion puede ser mejor predictor de
riesgo cardiovascular en adolescentes que en

adultos.

Por otro lado, en este trabajo también
se evaluo el efecto del polimorfismo del
receptor de estrégenos sobre los lipidos
plasmaticos, pues hay controversia sobre esta
influencia; asi, varios estudios han mostrado
una relacion entre los polimorfismos Xbal y
Pvull y los lipidos plasmaticos, y otros no (5,
17,46, 47). En el presente estudio se encontré
relacién entre el polimorfismo y los
triglicéridos y el c-VLDL. Al respecto, la
evidencia muestra que el efecto de las
mutaciones en los receptores depende de los
grupos étnicos, la edad y el género. En un
estudio multiétnico/multirracial de mujeres
caucasicas de edad media en Estados Unidos,
no se encontré asociacion entre ESR1y niveles
de lipidos (48). Mientras en un estudio con
mujeres chinas se encontrd asociacion entre
los polimorfismos Xbal y Pvull con CTy c-LDL
(49). Aunque el presente estudio no mostré
una relacion entre los niveles de estradiol y el
polimorfismo, similar a lo reportado en otros
estudios de poblaciones brasileras (50) y
chinas (51), si se evidenciéo una relacion
inversa entre los niveles de estradiol, los
triglicéridos y c-VLDL, y de estos dos ultimos
con el polimorfismo del receptor. Si bien es
posible que las mutaciones en el receptor no
modifiquen los niveles de estrégenos, pues
estos dependen de su sintesis y metabolismo,
si es posible que el polimorfismo del receptor
modifique los niveles de lipidos a través de
mecanismos en las vias de sefializacion, que
modifican la transcripcion de enzimas vy
proteinas que median el metabolismo de las
lipoproteinas (38, 44).

Este estudio presenta varias
limitaciones, una de ellas es que no tuvo en
cuenta las variaciones de estradiol con el ciclo
hormonal en las nifas, principalmente en
aquellas de los dos ultimos grupos (10-14y 15-
18 afios). Otra limitacion es la conocida
influencia sobre los niveles enddgenos de
hormonas sexuales que tienen factores
exdégenos como pubertad precoz, o
disruptores endocrinos presentes en la dieta
diaria (32), que tampoco fueron considerados
en este trabajo.

En conclusidn, este trabajo evidencia
la relacidn entre niveles de estrégenos, edad,
presidon sanguinea y lipidos plasmaticos, de
igual forma demuestra una relacién entre el
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polimorfismo Xbal del ESR1 y los niveles de
lipidos. Aunque se requieren mas estudios
para evidenciar los mecanismos que
expliquen estas relaciones.
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Evaluacion de dafio al ADN en leucocitos
de sangre periférica humana expuestos al herbicida glifosato

22 min.

La superficie total cultivada con soja
crecid alrededor del 50 % en los ultimos 30
afos. Sumado a este incremento se ha
producido un crecimiento importante en los
volumenes de plaguicidas empleados,
especialmente del herbicida glifosato. Uno de
los problemas del empleo de plaguicidas es el
posible impacto sobre las poblaciones
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humanas expuestas directa o indirectamente.
De aqui la importancia de evaluar el potencial
genotoxico de estas sustancias a través de
biomarcadores como aberraciones cromo-
sémicas, micronucleos, intercambio de
cromatidas hermanas o el ensayo cometa. En el
siguiente estudio evaluaron el potencial
genotoxico de una formulacién comercial de
glifosato.
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RESUMEN

Argentina es el principal exportador
mundial de aceite y harina de soja, y el tercer
proveedor mundial de la oleaginosa en grano.
La superficie total cultivada con soja crecié
alrededor del 50 % en los ultimos 30 afos,
ocupando la mitad del area sembrada del pais
y con esto el uso de numerosos plaguicidas.
Uno de los problemas del empleo de
plaguicidas es el posible impacto sobre las
poblaciones humanas expuestas directa o
indirectamente. De aqui la importancia de
evaluar el potencial genotdxico de estas
sustancias a través de biomarcadores como
aberraciones cromosémicas, micronucleos,
intercambio de cromatidas hermanas o el
ensayo cometa. En este estudio se evalué el
potencial genotdxico de una formulacién
comercial de glifosato (glifosato II-Atanor®,
glifosato 43.8 %) por medio del ensayo
cometa y se determind la concentracion de
especies reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS), para cuantificar la peroxidacion
lipidica, proceso que ocurre bajo condiciones
de estrés oxidante. Todas las concentraciones
de glifosato en formulaciéon comercial
produjeron un aumento estadisticamente
significativo del momento de la cola respecto
al testigo negativo. Se hallé una correlaciéon
entre el aumento de la lipoperoxidacion y la
fragmentacién de ADN medida como el
momento de la cola, por lo que se estima que
el estrés oxidante podria ser uno de los
principales factores que estarian alterando el
funcionamiento normal de las células,
entendiéndose a este proceso como la
principal consecuencia de una exposicion a
glifosato.

Palabras clave: genotoxicidad,
plaguicidas, ensayosin vitro
INTRODUCCION

Argentina es el principal exportador
mundial de aceite y harina de soja y el tercer

proveedor mundial de la oleaginosa en grano
(FAO 2013). La superficie total cultivada con
soja crecio alrededor del 50 % en los ultimos
30 afos, ocupando la mitad del area
sembrada del pais (GEA 2013).

Sumado a este incremento de las
superficies cultivadas de soja en detrimento
de otros cultivos y de la produccion lactea, en
las ultimas décadas se ha provocado un
crecimiento notable de los volimenes de
plaguicidas empleados, especialmente del
herbicida glifosato (Vila-Aiub et al. 2008, Di
Fiorietal.2012).

Uno de los problemas del uso de
plaguicidas es el posible impacto sobre las
poblaciones humanas expuestas directa o
indirectamente a la accion de estos agentes
toxicos. Los plaguicidas, al igual que muchas
otras sustancias quimicas, son potenciales
generadores de dafio genético. En esa
direccidn, existe suficiente evidencia basada
en consideraciones mecanisticas para afirmar
que los agentes genotdxicos son poten-
cialmente cancerigenos, y se ha establecido
una correlacién positiva entre individuos
expuestos a estas sustancias, ya sea de forma
ocupacional o accidental, y el incremento del
riesgo de padecer cancer (De Marini et al.
1989, IARC 1991, Solans y Hernandez 2000,
Bolognesi 2003).

Todas las poblaciones tienen, en mayor
o menor grado, riesgo de exposiciéon a
plaguicidas, ya sean los de uso agricola, los
que se utilizan en otro dmbito e incluso
mediante residuos quimicos en los alimentos
(Sailaja et al. 2006). De aqui la importancia de
evaluar el potencial genotdxico de estas
sustancias a través de biomarcadores como
aberraciones cromosdmicas, micronucleos,
intercambio de cromatidas hermanas o el
ensayo cometa (Aiassaetal.2012).

El ensayo cometa es un método
sencillo, rapido y de alta sensibilidad para
detectar niveles bajos de dafio al ADN en
células individuales. En la ultima década ha
sido un método para evaluar a nivel de ADN,
con aplicaciones en epidemiologia molecular
y monitoreo humano, comprobaciéon de
genotoxicidad, ecotoxicologia, asi como en la
investigacion basica de daio y reparacion del
ADN (Collinsetal. 2004).

Asimismo, el efecto toxico en la
mayoria de los plaguicidas es causado
mediante mecanismos de estrés oxidante,
produciéndose la alteracion del estado de
reduccidn oxidacion (redox), segln Astiz et al.
(2009).

El glifosato es el principio activo de
Roundup®, el herbicida de amplio espectro
post-emergencia mas empleado en todo el
mundo. En la Argentina se utilizan casi 200
millones de L de distintas formulaciones de
glifosato sobre unas 19 millones de hectareas
por afo, principalmente asociadas al cultivo
de soja transgénica (Paganelli et al. 2010). La
preocupacién en gran parte de la comunidad
cientifica en la actualidad, se centra en los
efectos que la exposicion al glifosato, y
fundamentalmente a cualquiera de sus
formulaciones comerciales pudiera tener en
la salud animal y humana a largo plazo,
incluyendo el potencial genotdxico de este
plaguicida. En este sentido, los resultados
obtenidos por el grupo de Robert Bellé,
demuestran que Roundup® y otras
formulaciones comerciales conteniendo
glifosato podrian representar un riesgo alargo
plazo debido a su capacidad de producir una
disfuncién de la divisidn celular, retrasando la
activacion del complejo ciclina B/CDK1. Los
autores sostienen que estas alteraciones en el
control del ciclo celular llevan a una
inestabilidad gendmica que podria resultar en
el desarrollo de una neoplasia a partir de la
célula afectada (Marc et al. 2002, 2003 y
2004). Asimismo, la capacidad del herbicida
glifosato de interactuar con el material
genético ha sido reportada por una gran
cantidad de investigadores en todo el mundo
en diversos disefios experimentales, in vivo e
invitro (Rank etal. 1993, Bolognesietal. 1997,
Benachouretal. 2007, Lioi et al. 1998, Monroy
et al. 2005, Mafias et al. 2006, Paz-y-Mifio et
al. 2007, Mafias et al. 2009a, Mafas et al.
2009b). Es importante resaltar que el
potencial de una sustancia para inducir el
desarrollo neoplasico podria relacionarse a la
capacidad de la misma para actuar sobre el
material genético en forma adversa, es decir a
su genotoxicidad (Albertini et al. 2008).

Si bien algunos autores reportan
alteraciones en el balance oxidante causadas
por la exposicion a glifosato o alguna de sus
formulaciones comerciales (Astiz et al. 2009,
Beuret et al. 2005, EI-Shenawy 2009), existen
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pocas investigaciones sobre la relacion entre
exposicion a glifosato y generacion de estrés
oxidante, y mucho menos la participacion de
la injuria oxidante en la génesis del dafio
genético.

En este estudio se evalué el potencial
genotoxico de una formulacion comercial de
glifosato (glifosato II-Atanor®, glifosato 43.8
%) por medio del ensayo cometa, y se
determind la concentracidon de especies
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), para
cuantificar la peroxidacién lipidica, proceso
gue ocurre bajo condiciones de estrés
oxidante.

MATERIALESY METODOS
Ensayo cometa en leucocitos humanos
Obtencion de las muestras de sangre

Se obtuvo sangre periférica de tres
donadores sanos de 24, 27 y 30 afios, no
fumadores, sin exposicién laboral a
agroquimicos, sin tratamiento médico, ni
exposicion a rayos X en los ultimos nueve
meses, previo consentimiento informado, el
cual fue aprobado por el Comité de Etica del
Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular
de la ciudad de La Plata y de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (Exp. 03/13), en el
marco del proyecto Cédigo 18/ C377, Resol
Rec. 852/ 11. La extraccién la realizd un
profesional habilitado (bioquimica), mediante
punciéon venosa con una jeringa estéril
heparinizada.

Exposicion de la sangre a glifosato Il
(Atanor®)

Con base en las concentraciones
utilizadas por Manias et al. (2009a, b) para
glifosato puro, se realizaron ensayos previos
para determinar la citotoxicidad y viabilidad
de los leucocitos. Se decidio utilizar tres
concentraciones finales de glifosato en
formulacién comercial (glifosato Il Atanor®):
37.5, 75y 112.5 pg/mL en amortiguador de
fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés)
como disolvente. En dichas formulaciones
comerciales la viabilidad determinada
mediante coloraciéon con azul tripano
(Freshney 2000), fue mayor a 95 %. Las
concentraciones varian entre 56 y 170 veces
menos que las recomendadas para

pulverizaciones aéreas por la empresa que
produce el herbicida. Cada muestra de sangre
se fracciond en cinco tubos estériles de vidrio
en un volumen de 2 mL. Posteriormente, a
cada tubo se afiadieron las concentraciones
seleccionadas: 37.5, 75 y 112.5 pg/mL de la
formulacién comercial en PBS. Se utiliz6 PBS
como testigo negativo. Como testigo positivo
se empled una solucién de perodxido de
hidrégeno 20 pM. Los tubos se incubaron en
estufa a 37 oC durante 4 horas con agitador
orbital.

Aislamiento de leucocitos de sangre
periférica humana

Transcurrida la incubacion, se
separd el plasma mediante centrifugacion
para realizar el ensayo de TBARS, y se
procedié a aislar leucocitos del paquete
globular mediante la lisis de los eritrocitos
segun Brendler-Shwaab et al. (1994) con
algunas modificaciones. Una vez logrado el
aislamiento de los leucocitos se cuantifico la
viabilidad celular mediante el ensayo de
coloracién con Azul de Tripano (Freshney,
2000).

Ensayo cometa

El ensayo fue realizado siguiendo el
protocolo descripto por Singh et al. (1988) con
algunas modificaciones. Se mezclaron 250 pL
de agarosa de bajo punto de fusion (Promega)
con 50 pL de la solucién de leucocitos, cuya
concentracién fue de 3x10° células/mL
aproximadamente. De esa mezcla se
colocaron 65 pL en un portaobjetos
previamente embebido con 200 pL de agarosa
de punto de fusion normal (Biodynamics). Los
portaobjetos se colocaron cuidadosamente
enjarras Coplin conteniendo solucidn de lisisy
se llevaron a 4 °C en heladera al menos
durante una hora. Posteriormente se
procedid a transferir los portaobjetos a una
cubeta de electroforesis, que contenia una
solucidn alcalina fria a pH 13 y se los dejo 20
min aproximadamente. A continuacion, se
llevé a cabo la corrida electroforética durante
30 min a 30 V y 250 mA utilizando la misma
solucién. Luego, se neutralizaron los
portaobjetos, procedimiento realizado tres
veces con intervalos de 5 min. Por ultimo, los
portaobjetos se colorearon con 40 uL de
bromuro de etidio a una concentracién de 20
pug/mL y de inmediato se analizaron al

microscopio dptico de fluorescencia. Todas las
muestras se procesaron por duplicado,
preparando por lo tanto dos réplicas por cada
tratamiento.

Andlisis de imdgenes

Un total de 100 células se observaron
al microscopio 6ptico de fluorescencia con un
aumento de 400x. En oscuridad, se tomaron
fotografias de cada una de las células y las
imagenes obtenidas fueron analizadas
mediante el programa Comet Score 1.5°. El
parametro elegido para evaluar el dafio al
ADN fue el momento de la cola. Los cometas
sin nucleo detectable o “nubes” no fueron
considerados en el andlisis. Los resultados se
transfirieron automaticamente a una planilla
Excel con el pardmetro seleccionado (Mafias
etal. 20093, b).

Evaluacion del estrés oxidante mediante la
cuantificacion de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS)

Se procedidé a determinar las
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
mediante el método descrito por Buege y Aust
(1978), modificado por Marcinédk et al.
(2003) en plasma de sangre periférica
humana. Este se obtuvo luego de la primera
centrifugacién de la sangre expuesta a los
distintos tratamientos para la realizacién del
ensayo cometa (previo al aislamiento de
linfocitos) y se conservé a —20 2C hasta la
cuantificacion de TBARS.

Se utilizé malondialdehido (MDA)
como sustancia de referencia, obtenida a
partir de la hidrdlisis de 400 uL de 1,2,3,3-
tetrametoxipropano (TMP, Cicarelli), luego de
suincubacién con 216 uL de HCI (1 M, Merck)
en un tubo a bafio Maria durante 30 min a 37
oC. Apartir de esa mezcla se realizaron las
diluciones apropiadas hasta obtener las
concentraciones de 1.83, 3.66, 7.32, 14.63,
29.67 y 58.54 nmol/mL, adecuadas para
realizar la curva de calibracion necesaria para
efectuar los célculos de las concentraciones
de MDA de cada uno delos plasmas.

Se colocaron 500 pL de acido
tricloroacético (TCA, Cicarelli) al 15 % en 15
tubos, cinco para cada donador. A
continuacion, se afiadié 20 pL de agua
destilada y 500 pL de 4cido tiobarbiturico



(TBA, Cicarelli) al 0.375 %. Luego, se mezclaron 250 pL de plasma con
250 plL de agua destilada y se los colocd en la solucidn anteriormente
preparada. Se incubd a 90 2C durante 30 min y se acomodaron en un
congelador a =20 °C durante 10 min. Posteriormente, se agregaron
1800 pL de butanol bajo una campana de extraccion de gases e
inmediatamente se centrifugd durante 10 min a 3500 rpm. Finalmente
se realizaron las lecturas por triplicado en el espectrofotdmetro a 510,
532y 560 nm. Se aplicé la siguiente férmula con objeto de disminuir la
interferencia provocada por diversos hemopigmentos como la
hemoglobina (de Sousa S& et al. 2013): MDA532 = 1.22 [(A532) —
(0.56)(A510) + (0.44)(A560)]. Los niveles de lipoperoxidacion se
expresan como nmol de MDA/ mLde plasma.

Analisis estadistico

El supuesto de normalidad fue evaluado mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Para los datos que siguieran una distribucion
normal, se realizd un analisis de la varianza con el fin de evaluar las
diferencias entre los distintos tratamientos, seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Dunnett. En el caso de que los datos no
siguieran una distribucion normal, se procedio a realizar la prueba de
Kruskal-Wallis y la prueba a posteriori de Dunn para comparaciones
multiples no paramétricas. El coeficiente de Pearson se utilizé para
determinar la relacién existente entre los distintos parametros
analizados. Se emplearon los programas Prism 3.0 (Prism 1997) y

Statgraphics Plus 5.1 (Statgraphics 1992).
RESULTADOS

En la cuadro | se resumen los valores obtenidos mediante el
ensayo cometa para el parametro seleccionado (momento de la cola)
como medida de dafio inducido en el ADN. Todas las concentraciones
de glifosato en formulacidn comercial produjeron un aumento
estadisticamente significativo del momento de la cola respecto al
testigo negativo (Fig. 1).

.

CUADRO . ENSAYO COMETA MOMENTO DE LA COLA PARA TRES CONCENTRACIONES DE
LA FORMULACION COMERCIAL GLIFOSATO Il (ATANOR®)

Tratamiento Donador 1 Donador 2 Donador 3 Media por p

pg/ml tratamiento

Testigo negativo 9214+ 9382 2067 +2113 5195 '+ 846 11693 +12990
Glifosato 37.5 1870 £ 1693 2152 +1514 1333 £ 1062 1785 1423 x
Glifosato 75 207 +£2308 2190 +2316 1453 #1278 1950 19673 x
Glifosato 1125 2558+ 1958 2480  +4245 1410 £ 1886 214933 +269.63 *xx
Testigo positivo 1968 + 1938 1216  +1385 2350 & 1491 184466 + 16046 *xx

Valores expresadoscomo promedioz error estandar. *** = <0.001. Pruebade Dunn luego de realizar
una pruebade Kruskal-Wallis para datosno paramétricos
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Fig. 1. Niveles alcanzados de dafio al ADN en
células sanguineas humanas expuestas a
distintas concentraciones de glifosato. TN =
testigo negativo, G1=37.5 pg/mL de glifosato,
G2 =75 pg/mLdeglifosato, G3=112.5 ug/ mL
de glifosato Il (Atanor®). TP = testigo positivo
(20 uM de H,0,), *** = p <£0.001, Prueba de
Dunn, luego de realizar una prueba de
Kruskal-Wallis
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Se observd una correlaciéon positiva
entre el momento de la cola y las distintas
concentraciones de glifosato, con un r =
0.9342 y p = 0.043 para el coeficiente de
correlacién de Pearson (Fig. 2).

.

Fig. 2. Relacion concentracién unidades
arbitrarias de dafio al ADN tras exposicién a
distintas concentraciones (pg/mL) de la
formulacion comercial de glifosato Il
(Atanor®). Coeficiente de correlacion r =
0.9342,p=0.0329, prueba de Pearson.
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En la figura 3 se presentan los valores
correspondientes a la determinacién de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) en plasma de sangre periférica
humana expuesta a glifosato.

Fig. 3. Niveles de malondialdehido/mL en
plasma de sangre periférica humana
expuesta a glifosato Il (Atanor®) durante 4
horas. TN = Testigo negativo, G1 = 37.5 pg/
mL, G2 =75 pg/mLy G3=112.5ug/ mLde la
formulacion comercial. TP = testigo positivo
(20 uM de H,0,). Prueba de Dunnett luego de
realizar un analisis de la varianza (p >0.05)

(nmol/mL de plasma)

Niveles de malondialdehido

T
cig & N
Tratamientos

Las diferencias halladas no fueron
estadisticamente significativas acorde al
resultado obtenido mediante un analisis de la
varianza. Sin embargo, hay una tendencia al
incremento de los valores en correspon-
dencia con elaumento de la concentracion de
glifosato Il (Atanor®) (r = 0.99), p < 0.001;
prueba de Pearson), como puede observarse
enlafigurad.

.

Fig. 4. Relacidn entre las concentraciones de
malondialdehido cuantificadas mediante el
ensayo de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico y las concentraciones de
glifosato Il (Atanor®). Coeficiente de
correlacién r = 0.99 (p < 0.001, Prueba de
Pearson)
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Por ultimo, se encontrd una
correlacion r = 0.9590 entre el dafio al ADN
cuantificado mediante el ensayo cometa y la
evaluacion del estado redox mediante TBARS

(Pearson, p<0.05; Fig. 5).

S

Fig. 5. Relacion entre los niveles de
malondialdehido cuantificadas mediante el
ensayo de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico y el dafio al ADN expresado
como el momento de la cola por el ensayo
cometa en sangre periférica humana tras la
exposicion a tres concentraciones de
glifosato Il (Atanor®). Coeficiente de
correlacién r = 0.9590, p < 0.05, prueba de
Pearson
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DISCUSION

La relevancia del estudio de las
formulaciones comerciales radica en que el
ingrediente activo puede tener un efecto
aditivo e incluso sinérgico al interactuar con
coadyuvantes y demads sustancias quimicas
que forman parte de la solucidén que se
comercializa (Marc et al. 2002, 2004, Dimitri
etal. 2006, Sivikova y Dianovsky 2006).

Son pocos los trabajos publicados en
los que se han realizado ensayos de
genotoxicidad in vitro en leucocitos de sangre
periférica humana. Lioi etal. (1998) evaluaron
el efecto de varios pesticidas incluyendo el
glifosato como principio activo, mediante los
ensayos de aberraciones cromosdmicas e
intercambio de cromatidas hermanas. Estos
autores encontraron que concentraciones de
8,5, 17 y 51 uM son capaces de aumentar
significativamente el porcentaje de
aberracionesy la frecuencia de intercambios.
A su vez, estudiaron la actividad de la enzima
G6PD, que se observé aumentada tras la
aplicacién de las concentraciones de glifosato
anteriormente mencionadas. Mladinic et al.
(2009) realizaron estudios de genotoxicidad y
estrés oxidante del glifosato puro en
concentraciones que oscilaron entre 0.5y 580



pug/mL, tanto con la adicién de activacion
metabdlica como sin ésta. Cuantificaron la
lipoperoxidacion mediante TBARS y la
capacidad total antioxidante (TAC). Ademas
utilizaron el ensayo cometa y analizaron la
inestabilidad nuclear y cromosdmica
mediante FISH. Hallaron que sdélo la dosis mas
alta fue capaz de incrementar estadisti-
camente todos los parametros estudiados en
las distintas técnicas. A diferencia de lo
encontrado por estos autores, en este trabajo
se observé un aumento en la fragmentacion
del ADN (mediante el ensayo cometa) y un
incremento de la lipoperoxidacion, con
concentraciones entre 5y 15 veces menores,
lo que demuestra nuevamente la controversia
de los resultados en torno a la genotoxicidad
de este plaguicida y en la determinacion del
estado anterior al oxidante.

Monroy et al. (2005) evaluaron el
potencial genotoxico del glifosato puro en
lineas celulares humanas (HT1080 y GM38)
mediante el ensayo cometa y hallaron que
concentraciones de 4.5 a 6.5 mM incremen-
tan significativamente el dafio en el ADN,
mientras que una solucién 4 mM de este
compuesto no provoco aumento significativo
respecto al testigo negativo. Los resultados
encontrados en este trabajo difieren con el
anterior ya que se observd que
concentraciones aproximadamente 10 veces
menores a la mas baja (0.22, 0.44y 0.66 mM)
produjeron dafios significativos en el ADN.
Mafias et al. (2009 a, b) utilizaron una linea
celular de laringocarcinoma humano (Hep-2)

para estudiar la genotoxicidad del glifosato
puroy su principal metabolito, el acido amino
metil fosfénico (AMPA) a concentraciones de
3a75mMyde 2.5 a 7.5 mM, respectiva-
mente, y encontraron evidencia para afirmar
que todas las concentraciones evaluadas
mediante el ensayo cometa produjeron un
aumento significativo del dafio en el material
genético (excepto 2.5 mM de AMPA, cuyo
incremento no fue significativo respecto al
testigo negativo). En este trabajo se utilizaron
concentraciones de hasta 10 veces inferiores,
lo que concuerda con lo realizado previa-
mente por estos autores.

Laempresa Atanor® recomienda el uso
de su formulaciéon comercial glifosato Il en
volimenes que oscilan entre 2 y 6 L/ha, de
acuerdo con el tipo de maleza que el
agricultor desee combatir. La concentracion
de glifosato del producto comercial que se
utilizé en este trabajo es de 210 mM,
aproximadamente. La dilucién que se debe
realizar de este compuesto depende del tipo
de aplicacidn que se lleve a cabo. En caso de
que estas sean aéreas, la empresa recomien-
da el uso de 15 a 30 L finales, por lo que la
concentracion de glifosato Il Atanor® que es
pulverizado ronda los 37.33 mM, una
concentracion que es entre 56 y 170 veces
superior alas distintas dosis evaluadas en este
trabajo.

De acuerdo con los resultados
obtenidos, se halléd una correlacion entre el
aumento de la lipoperoxidacién vy la

fragmentacion de ADN medida como el
momento de la cola, por lo que estimamos
que el estrés oxidante podria ser uno de los
principales factores que estarian alterando el
funcionamiento normal de las células,
entendiéndose a este proceso como la
principal consecuencia de una exposicion a
glifosato.

Marc et al. (2002, 2004) llevaron a
cabo estudios en embriones de erizo de mar
(Sphaerechinus granularis) que determinaron
que Roundup® es capaz de provocar una
disfuncion en el ciclo celular al retrasar la
union ciclina B/CDK1 e incluso inhibir la
sintesis de esta ciclina, resaltando la
importancia de las formulaciones comerciales
al concluir que los ingredientes activos y los
coadyuvantes actuarian de manera sinérgica.
Asuvez, cabe resaltar que los reguladores del
ciclo celular son universales, lo que aumenta
la relevancia del estudio realizado por estos
autores. Una posible explicacién a lo que se
observd en la investigacion que aqui se
reporta es que la formulacién comercial que
se estudio podria estar actuando del mismo
modo que Roundup® en embriones de erizo
de mar, es decir, inhibiendo la unién ciclina
B/CDK1 necesaria para el progreso del ciclo
celular. Una desregulaciéon de las proteinas
involucradas en este proceso podria llevar a
una inestabilidad gendmica que a su vez,
podria provocar los efectos observados
mediante el ensayo cometa en el presente
trabajo.
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Si bien hasta hace algunos afios se
cuestiond la genotoxicidad potencial del
herbicida glifosato, fundamentalmente desde
sectores involucrados con la produccion de
alimentos, o por supuesto desde la propia
industria, en la actualidad existe suficiente
evidencia que demuestra que este herbicida
no es tan inocuo como inicialmente se sefialé.
De hecho, a comienzos del afio 2015, la IARC
clasificd al glifosato en la categoria 2A
(“probablemente carcindégeno para el ser
humano”), reconociendo que existe una
“fuerte” evidencia de la capacidad genotdxica
del herbicida glifosato. Si bien aun no esta
completamente dilucidado, una de las
posibles causas del dafio genético causado
por la exposicidon a glifosato, podria ser el
estrés oxidante, tal y como lo sugieren los
resultados hallados en el presente trabajo.

g
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tras un primer episodio de peritonitis bacteriana espontanea.
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La peritonitis bacteriana espontdnea
(PBE) es una infeccidon espontanea del liquido
ascitico en los pacientes con cirrosis hepatica
o fallo hepatico fulminante y ascitis. La
translocacion bacteriana es el mecanismo
patogénico clave para el desarrollo de la PBE,
en ellalas bacterias de la floraintestinal, sobre
todo gérmenes gram negativos, difunden alos
ganglios mesentéricos y de aqui al liquido
ascitico o a la circulacién sistémica. A
continuacién les presentamos un estudio
multicéntrico retrospectivo donde analizan la
supervivencia a cortoy largo plazo después de
un primer episodio de peritonitis bacteriana
espontanea y los factores prondsticos
asociados.
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Estudio multicéntrico.
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RESUMEN

Introduccidn: la peritonitis bacteriana
espontanea es una complicacién infecciosa
con impacto negativo sobre la supervivencia
de los pacientes con cirrosis.

Objetivo: analizar la supervivencia a corto y
largo plazo después de un primer episodio de
peritonitis bacteriana espontanea y los
factores prondsticos asociados.

Material y métodos: estudio multicéntrico
retrospectivo que incluyé a los pacientes
ingresados por peritonitis bacteriana
espontanea entre 2008 y 2013. Las variables
independientes relacionadas con la
mortalidad se analizaron mediante regresién
logistica. Se analizo el poder prondstico de los
indices Child Pugh, MELD y Charlson
mediante curvade ROC.

Resultados: fueron incluidos 159 pacientes. El
72% fueron hombres con una edad media de
63,5 afios y con una puntuacion MELD de 19
(DE £9,5). La mortalidad a los 30 dias, 90 dias,
alafioyalos dos afios fue del 21%, 31%, 55% y
69%, respectivamente. La encefalopatia
hepdtica (p=0,008; OR 3,5;1C95% 1,4-8,8) y la
funcién renal (p = 0,026; OR 2,7; 1C 95% 1,13-
16,7) fueron factores independientes de
mortalidad a corto y largo plazo. EIl MELD fue
un buen indicador de supervivencia a corto y
largo plazo (4rea bajo la curva [AUC] 0,7: IC
95% 1,02-1,4). El indice de Charlson se
relaciond con la mortalidad a largo plazo (AUC
0,68:1C95%0,6-0,77).

Conclusiones: en la peritonitis bacteriana
espontanea la mortalidad a corto y largo plazo
sigue siendo elevada. Los principales factores
prondsticos de mortalidad son el deterioro de
la funcién hepdticayrenal. E MELD y el indice

de Charlson son unos buenos indicadores de
supervivencia.

Palabras clave: Peritonitis bacteriana
espontdnea. Cirrosis hepatica. Mortalidad.
Insuficiencia renal aguda. Encefalopatia
hepatica. Inhibidores de la bomba de
protones. Profilaxis antibidtica.

INTRODUCCION

La peritonitis bacteriana espontanea
(PBE), descrita por Conn en 1964 (1), es una
infeccidon espontanea del liquido ascitico en
los pacientes con cirrosis hepatica o fallo
hepatico fulminantey ascitis (2).

La translocaciéon bacteriana es el
mecanismo patogénico clave para el
desarrollo de la PBE (3): las bacterias de la
flora bacteriana intestinal, sobre todo
gérmenes gram negativos, difunden a los
ganglios mesentéricos y de aqui al liquido
asciticooalacirculacién sistémica.

La PBE tiene un impacto negativo
sobre la supervivencia de los pacientes con
cirrosis (4). Diversos factores prondsticos se
han asociado con la mortalidad en estos
pacientes, entre ellos el fracaso renal agudo, la
insuficiencia hepatocelular, la bacteriemia, el
shock, las infecciones nosocomiales (5) y el
retraso en el diagnéstico (6).

La PBE presenta una mortalidad
intrahospitalaria de en torno al 20-30% (7,8) y,
a pesar de los progresos en el manejo de estos
pacientes como las medidas preventivas, el
diagndstico precoz y la adecuada terapéutica,
la mortalidad al afio sigue siendo alta, hasta
llegar al 50% en algunas series publicadas



(9,10).

El objetivo principal de nuestro
trabajo fue evaluar de forma multicéntrica la
supervivencia a corto y largo plazo de los
pacientes con cirrosis tras un primer episodio
de PBE vy los factores prondsticos asociados.
Asimismo, se estudio el poder prondstico de
los indices habitualmente utilizados en la
practica clinica como la escala de Child Pugh
(CPT), el Model for End-Stage Liver Disease
(MELD) y el indice de comorbilidad de
Charlson (CCl).

MATERIALY METODOS
Diseno del estudio

Se trata de un estudio observacional,
retrospectivo y multicéntrico que analiza las
altas hospitalarias de los pacientes con cirrosis
hepdtica y diagndstico principal o secundario
de PBE, en el periodo comprendido entre
enero de 2008 y diciembre de 2013. Se ha
realizado el seguimiento de los pacientes
hasta dos afios después del diagndstico. Se

incluyeron todos los casos consecutivos
registrados en tres hospitales de Catalufia:
Hospital Universitari Parc Tauli de Sabadell,
Hospital Universitari Joan XXIIl de Tarragonay
Hospital Universitari Sant Joan de Reus, con
una poblacién total de referencia de
aproximadamente 1.200.000 habitantes. El
estudio fue aprobado por el Comité de Etica
de investigacion clinica del Hospital
Universitari Parc Tauli (CEIC 2013/587).

Seleccion de pacientes

Fueron incluidos en el estudio los
pacientes ingresados de forma consecutiva
con diagnodstico de cirrosis hepatica por
criterios clinicos, analiticos o radiolégicos o
por biopsia hepatica y con estudio bioquimico
del liquido ascitico (LA) compatible con PBE
(presencia de mas de 250 polimorfonucleares
[PMN] en LA y cultivo microbiolégico
positivo) o con ascitis neutrocitica con cultivo
negativo (mds de 250 PMN y cultivo negativo).
Dado que en la practica clinica no es habitual
diferenciar entre PBE vy ascitis neutrocitica
con cultivo negativo, a lo largo del texto nos

referiremos de forma genérica a PBE,
diferenciando las dos condiciones solo donde
seanecesario.

Los criterios de exclusidn fueron: a)
paciente con sospecha de peritonitis
bacteriana secundaria por la presencia de uno
de los siguientes resultados: cultivo positivo
polimicrobiano, niveles de glucosa < 50 mg/dl
o signos radioldgicos sugestivos; b) pacientes
con bacterioascitis (cultivo del LA patolégico
pero recuento PMN menor de 250/cc); y c)
pacientes con un episodio previo de PBE.

Variables del estudio

Se recogieron las siguientes variables:
demograficas (edad, sexo); clinicas (unidad de
hospitalizacidn, etiologia de la cirrosis, CPT,
comorbilidades asociadas, CCl, tratamiento
farmacolégico en el momento del
diagndstico, tension arterial, temperatura y
frecuencia cardiaca, complicaciones
asociadas como encefalopatia hepatica,
hemorragia digestiva alta, lesidn renal aguda);
analiticas (leucocitos en plasma, creatinina,
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urea, sodio, albumina, bilirrubina, tiempo de
protrombina); microbioldgicas (cultivos de LA
y hemocultivos, perfil de resistencia de los
gérmenes aislados, infecciones comuni-
tarias/intrahospitalarias); terapéuticas
(antibidtico administrado, duracion del
tratamiento, dosis de albumina administrada,
modificaciones terapéuticas).

Se consideraron como intrahospita-
larias las infecciones de pacientes ingresados
desde dos semanas antes hasta las 48 horas
previas al episodio de PBE. Se definid la lesion
renal aguda (acute kidney injury, AKl) segin
los criterios del Acute Kidney Injury Network
(AKIN) (11).

El célculo de CPT, MELD y CCI se
realizéd en el momento del diagndstico de PBE.
El CPT indica el grado de insuficiencia
hepdtica seglin una escala quevade5a15de
acuerdo con variables analiticasy clinicas (12).
El indice MELD es un modelo matematico de
prediccion de supervivencia de pacientes con
enfermedad hepatica (13). Finalmente, el CCI
es un indice prondstico de mortalidad que
considera la edad del paciente, el nUumeroy la
severidad de sus comorbilidades, incluyendo
patologias como cancer, diabetes, cirrosis y
cardiopatiaisquémica por un total de 19 items
(14).

En el analisis del impacto del trata-
miento sobre la mortalidad, se ha consi-
derado como fracaso del tratamiento
antibidtico la presencia de resistencias
bacterianas o la disminucidn inferior al 25%
delrecuentode PMN alas48 horas.

De acuerdo con las principales guias
clinicas (15), se han considerado candidatos a
tratamiento con seroalbimina (SA) los
pacientes con hiperbilirrubinemia (bilirrubina
conjugada > 4 mg/dl) o con alteracién de la
funciénrenal (creatinina sérica>1 mg/dl).

Anadlisis estadistico

Las variables continuas se
describieron como media * desviacidn
estandar (DE) y se compararon segun el test t
de Student. En caso de variables continuas
con un riesgo asociado no lineal, se
categorizaron las mismas por grupos de
riesgo. Las variables categodricas se
procesaron como porcentaje y se analizaron

usando el test de Chi-cuadrado.

Se estudié la mortalidad intrahos-
pitalaria a corto plazo (30y 90 dias), asicomo a
largo plazo (un afio y dos afios). La
supervivencia global se analizé mediante la
curva de Kaplan Meier, la variable
dependiente fue la muerte o el trasplante
hepatico y el tiempo de seguimiento, hasta la
aparicion del evento o a los dos afos del
diagnéstico de PBE. En el mismo periodo de
seguimiento se registro la tasa de recidiva de
la PBE.

Por cada intervalo de tiempo (30 dias,
90 dias, un afio y dos afos) se realizd un
analisis univariado segun regresion logistica.
Se consideraron estadisticamente
significativas las variables con una p < 0,05.
Posteriormente, las variables con p<0,2 en el
estudio univariado se compararon segun el
test de rangos logaritmicos en un estudio
multivariado. Se buscaron los factores
prondsticos independientes a corto (30 y 90
dias) y largo plazo (un afio y dos afios), que se
consideraron estadisticamente significativos
para p < 0,05. Posteriormente se procedié a
estudio segun el test de regresidn logistica y
por curva de Kaplan Meier.

Se analizé el poder prondstico a corto
y largo plazo del CPT, del MELD y del CCl. Enel
caso del CPT, se mantuvo la divisién en Child
A, By C. MELD y CCI se categorizaron en
grupos homogéneos y comparables por
numero de pacientes. Para el MELD se
crearon los grupos MELD < 15, MELD 15-21y
MELD 2 22. Para el CCI se identificaron los
grupos CCl 1-4, CCI 5-7 y CCI = 8. Se realizd
una curva ROC con los puntos de corte de
sensibilidad y especificidad con mejor
discriminacién de supervivencia para los tres
indices. Los datos fueron analizados mediante
el programa estadistico SPSS version 21 (SPSS
Inc, Chicago, lllinois, Estados Unidos).

RESULTADOS
Caracteristicas basales

En total, fueron incluidos 159
pacientes que cumplian con los criterios de
inclusion y ningln criterio de exclusién del
estudio. Las caracteristicas de los pacientes se
describen en la tabla 1. La mayoria de
pacientes fueron hombres (71,7%) con una

edad mediade 63,5 afios (DE+13,3).

S

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y analiticas de
los pacientes incluidos

Variables Media (£ DE) o n (%)
Variables demograficas
Sexo
Hombres 114 (71,7)
Muijeres 45(28,3)
Edad (afios) 63,53 (£ 13,288)

Etiologia cirrosis

Alcohol 76 (47,8)
Hepatitis crénica C 41(25,8)
VHC + OH 16(10,1)
Hepatitis crénica B 5(3,1)
VHB + OH 3(1,9)
Otras 18(11,3)
Comorbilidades asociadas
Diabetes mellitus 41(25,8)
Insuficiencia renal crénica 33(20,8)
Hepatocarcinoma 29(18,2)
VIH 5(3,1)
Tratamiento en el momento del ingresa
Diuréticos 92 (57,9)
Inhibidores de la bomba de protones 83(52,2)
Beta-bloqueantes 63(39,5)
Rifaximina 22(13,8)
Norfloxacino 12(7,5)

Unidad de hospitalizacion

Hepatologia/otras 132/27 (83/27)

Lugar de adquisicion infeccion

Intrahospitalarias/comunitarias 40/119 (25,2/74,8)

Scores
Child-Pugh (A/B/C) 23/68/68 (14,5/42,8/42,8)
MELD 19,37 (+9,4)
ccl 6,12 (+ 2,54)

(Continta en la columna siguiente)

Al ingreso, el 21% de los pacientes
recibia profilaxis primaria de PBE con
norfloxacino (7,5%) o tomaba rifaximina por
episodios previos de encefalopatia hepdtica
(13,5%).

S

Tabla 1 (Cont.). Caracteristicas clinicas y
analiticas de los pacientes incluidos

Resumen resultados estudio descriptivo de
variables demogréficas, clinicas, analiticas y
microbiolégicas. OH: alcohol; VHC: virus
hepatitis C; VHB: virus hepatitis B; DM:
diabetes mellitus; IRC: insuficiencia renal




crénica; CHC: carcinoma hepatocelular; VIH:
virus inmunodeficiencia humana; IBP:
inhibidores bomba de protones; EH:
encefalopatia hepatica; HDA: hemorragia
digestiva alta; AKI: acute kidney injury; TAM:
tensidn arterial media.

Variables Media (+ DE) o n (%)
Complicaciones al ingreso

EH 50 (31,4)

HDA 16(10)

AKI 50(31,4)
Tension arterial media 80 (+22,47)
Temperatura > 37,5 °C 33(20,8)
Laboratorio

Leucocitos en sangre (mm?) 9.649,31 (£ 6.912,74)

Creatinina sérica (mg/dl) 1,45 (£ 1,19)

Urea sérica (mg/dl) 73,09 (£52,01)

Na+ (mEq/l) 133,46 (+5,4)

TP (ratio) 9,64 (+23,14)

Albumina sérica (g/dl) 6,22 (£ 9,14)

Bilirrubina total (mg/dl) 4,46 (1 6,34)
Cultivos LA positivos (n/%) 59 (37,1)

E. coli 18(11,3)

Enterococcus spp 6(3,8)

K. pneumoniae 4(2,5)

AUTOINMUNIDAD

Neuropatias

S. aureus 3(1,9)
P. aeruginosa 2(12)
BLEAs 2(1,25)
Otros 24 (15,1)
Hemocultivos positivos (n/%) 18(11,3)
E. coli 8(5)
Enterococcus spp 2(13)
P. aeruginosa 1(0,6)
S. aureus 1(0,6)
Otros 7(44)
Antibiotico pautado (n/%)
Cefalosporina 127(79,9)
Carbapenem 15(9,4)
Piperaciclina-tazobactam 4(2,5)
Amoxicilina-acido clavulanico 2(1,3)
Otros 11(6,9)
Resistencias (n)
Amoxicilina- dcido clavulanico 6
Ciprofloxacino 1
Ceftriaxona 3
Otras 7
Mdltiples 17

En todos los casos de PBE comuni-
taria, la paracentesis fue realizada en las
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Hospital de Dia. El disefio del estudio no
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En el momento del diagndstico, el
56% de los pacientes presentaba alguna
complicacién, siendo la mas habitual Ia
encefalopatia hepatica seguida por una AKI.
Segun la clasificacion AKIN: el 54,5% present6
AKIN 1; el 30,9%, AKIN 2,y el 14,5%, AKIN 3.

EI86,8% (138) de los pacientes recibio
reexpansion con SA. De estos, 102 tenian al
momento del diagndstico una creatinina igual
osuperioralmg/dly/obilirrubina mayorde 4
mg/dl. A 21 pacientes no se les administré SA.
En 12 de estos casos se tratd de pacientes con
indicacion para reexpansion.

El estudio microbioldgico del LA fue
positivo en 59 casos (37%); en los restantes
casos se tratd de ascitis neutrocitica con
cultivo negativo. En 18 casos (11%) se detecto
bacteriemia (Tabla 1).
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El antibidotico se empezd en las
primeras 24 horas del diagnéstico en 156
(98%) pacientes. Se administro el tratamiento
en media durante 8,3 dias (DE + 4,2). La tasa
de fracaso del tratamiento antibiético fue del
35%, en 32 pacientes por falta de mejoria
bioquimica significativa a las 48 horas. En 23
casos se ajustd la coberturaa antibiograma.

Andlisis de mortalidad

La mortalidad intrahospitalaria fue del
23%. La mortalidad a los 30 dias, 90 dias, un
afioy dos afios fue, respectivamente, del 21%,
31%, 55% y 68,8%. La supervivencia media a
los dos afos de seguimiento fue de 368 dias
(DE £ 23,8) (Fig. 1). Cuatro pacientes fueron
trasplantados durante el seguimiento.

A pesar de que todos los pacientes
fueron datos de alta con profilaxis antibidtica,
latasaderecidivafue del 22%.

S

Fig. 1. Supervivencia global acumulada de la
cohorte de pacientes a los dos afios de
seguimiento.
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Anilisis de la mortalidad a corto plazo (30 y
90 dias)

Los factores prondsticos en el estudio
univariado se resumen en la tabla 2. La
insuficiencia renal crdnica, la unidad de
hospitalizacién y el desarrollo de
encefalopatia hepatica o de AKI fueron
factores prondsticos de la mortalidad a corto
plazo. La bacteriemia aumenté la mortalidad a
los 30 dias (p=0,007) peronoalos 90.

De los parametros analiticos

examinados, la concentracién de leucocitos
en plasma se relaciond significativamente con
la mortalidad a los 30 dias (p = 0,012) pero sin
seguir una distribucion lineal. Se categorizé la
variable continua en tres grupos: a) leucocitos
en el intervalo de normalidad; b) leucopenia
(leucocitos < 4.500/mm°); y ¢) leucocitosis (>
11.000/mm’). A los 30 dias, la leucopenia y |a
leucocitosis disminuian la supervivencia
(leucocitosis OR 4,78, IC 95% 1,8-12,24, p =
0,002; leucopenia OR 3,44, IC 95% 1,8-12,6,
p= 0,026), sin que hubiera diferencias en la
mortalidad entre pacientes con leucocitosis o
conleucopenia(p=0,57).

No se observaron diferencias
significativas en la mortalidad a corto plazo
entre los pacientes que recibieron o no
reexpansion con SA (alos 30 diasp=0,43ya
los90diasp=0,84).

En el subandlisis de la mortalidad en
funcién de la indicacion del tratamiento con
SA, el grupo de pacientes que recibieron
reexpansion sin tener indicacién presentaron
una mortalidad significativamente inferior
respecto a los casos en los cuales se
administré SA segln indicacion clinica o que
no recibieron SA (alos 30 dias OR 0,08, IC 95%
0,01-0,63, p = 0,003; a los 90 dias OR 0,15, IC
95% 0,04-0,51, p = 0,001). La supervivencia
media a los 90 dias fue de 65,2 dias (DE 3,1)
contra 86,6 (DE 2,5p=0,001).

La mortalidad a corto plazo fue
superior en los casos de fracaso del
tratamiento antibiotico (a los 30 dias OR 3,4,
IC 95% 1,54-7,48, p = 0,002; a los 90 dias OR
4,4, 1C 95% 2,15-9, p = 0,001),
independientemente de la causa del cambio
de antibidtico.

El fracaso del tratamiento antibiotico
se relaciond significativamente con el riesgo
de bacteriemia (OR 3,4, 1C 95% 1,23-9,71, p =
0,01).

En el analisis multivariado (Tabla 3),
resultaron factores independientes de
mortalidad a los 30 dias la presencia de
leucopenia o leucocitosis, la encefalopatia
hepatica, la urea sérica elevada y la unidad de
hospitalizacion. A los 90 dias, la urea y la
unidad de hospitalizacién siguen siendo
factores independientes, junto con la edad, la
temperatura > 37,5 °C, la creatinina y la

bilirrubina sérica.

Anadlisis de la mortalidad a largo plazo (1y 2
afos)

En el estudio univariado de la
mortalidad a largo plazo (Tabla 2) destaca una
mayor mortalidad en los pacientes que
recibian tratamiento con inhibidores de la
bomba de protones (IBP) (p = 0,02). Si
consideramos los casos en tratamiento con
antibidticos crénico (norfloxacino o
rifaximina) como un Unico grupo, la
descontaminacién intestinal produjo un
efecto protector: alafio, OR 0,32 (1C95%0,13-
0,78, p =0,012); y a los dos afios, OR 0,25 (IC
95%0,083-0,76,p=0,015).

A los dos afios de seguimiento, no se
encontré un aumento significativo de
mortalidad en los pacientes que presentan
recidiva de PBE (OR 0,5, 1C95% 0,23-1,10,p =
0,89). No se observaron diferencias
significativas en la mortalidad a largo plazo
entre los pacientes que recibieron o no
reexpansién con SA (al afio p=0,7 y a los dos
afiosp=0,8).

La supervivencia al afio fue de 209,8
dias (DE 14,3) en los pacientes que recibieron
reexpansiéon con SA sin tener indicacidn,
frentea291,1 dias (DE 18,8) en los casos en los
cuales se administré SA segun indicacion
clinica o que no recibieron (p=0,009; OR 0,37,
IC95% 0,17-0,82, p = 0,01). No se observaron
diferencias significativas en la mortalidad
entre los pacientes a los que no se les
administré SA o bien que recibieron
reexpansion segunindicacién (p=0,5).

No se encontraron diferencias
significativas en la mortalidad a largo plazo de
los pacientes que presentaron fracaso del
tratamiento antibidtico (p = 0,79 al afio; p =
0,94 alosdos afios).

La edady la encefalopatia hepdtica en
el momento del diagndstico fueron los
factores independientes predictivos de
mortalidad alafioyalos dos afios (Tabla 3).

Valoraciéon de indices prondsticos
A los 30 dias, ni el CPT (p =0,25) ni el

CClI (p = 0,93) se relacionaron significativa-
mente con la mortalidad, si bien hubo unaten-
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Tabla 2. Estudio univariado de factores prondsticos de mortalidad

Resumen resultados de estudio univariado de factores prondsticos de mortalidad a corto y largo plazo de las variables
demograficas, clinicas, analiticas y microbioldgicas. Ns: no significativo; DM: diabetes mellitus; VIH: virus inmunodeficiencia
humana; IRC: insuficiencia renal crénica; CHC: carcinoma hepatocelular; I1BP: inhibidores bomba de protones; EH:
encefalopatia hepatica; HDA: hemorragia digestiva alta; AKI: acute kidney injury; LA: liquido ascitico; TP: tiempo

protrombina.

Variables 30 dias
p OR (IC 95%) p

Variables demograficas

Sexo (hombres/mujeres) 0,67 Ns 0,54

Edad (afios) 0,22 Ns 0,001
Etiologia cirrosis 0,1 Ns 0,75
Comorbilidades asociadas

DM 0,124 Ns 0,26

VIH 0,96 Ns 0,58

IRC 0,004 | 3,44(1,47-8,02) 0,001

CHC 0,62 Ns 0,09
Tratamiento al ingreso

Beta-bloqueantes 0,44 Ns 0,14

IBP 0,48 Ns 0,51

Norfloxacino 0,25 Ns 0,88

Rifaximina 0,8 Ns 0,96

Diuréticos 0,97 Ns 0,98
Unidad de hospitalizacion

Hepatologia/otras | 0,001 | 5,2(2,13-1 2,69)| 0,001
Lugar de adquisicion infeccion

Intrahospitalarias/comunitariasl 0,22 | Ns | 0,18
Complicaciones al ingreso

EH 0,001 |[4,34(1,94-12,02) 0,04

HDA 0,28 Ns 0,58

AKI 0,002 | 3,52(1,59-7,79)| 0,001
Cultivos LA positivos 0,89 Ns 0,85
Hemocultivos positivos 0,007 |4,32(1,49-12,54) 0,07
TAM 0,77 Ns 0,57
Temperatura (> 37,5 °C) 0,37 Ns 0,029
Laboratorio

Leucocitos en sangre (mnf) 0,012 0,1

Creatinina sérica (mg/dl) 0,001 1,76 (1,26-2,48)| 0,001

Urea sérica (mg/dl) 0,001 1,01 (1,00-1,02)[ 0,001

Na+ (mEq/l) 0,9 Ns 0,8

TP (ratio) 0,24 Ns 0,12

Albumina sérica (g/dl) 0,95 Ns 0,75

Bilirrubina total (mg/dl) 0,03 1,05 (1-1,11) 0,06

90 dias 1 afo 2 afos

OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p OR (IC 95%)
Ns 0,014| 2,43(1,19-4,94) 0,14 Ns

1,05 (1,02-1,08| 0,001 | 1,05(1,02-1,08)[ 0,003 | 1,04 (1,01-1,07)
Ns 0,53 Ns 0,34 Ns
Ns 0,6 Ns 0,66 Ns
Ns 0,8 Ns 0,58 Ns

4,15 (1,86-9,26)| 0,022 | 2,66 (1,15-6,18)| 0,07 Ns
Ns 0,002 | 5,1(1,83-14,2) | 0,07 Ns
Ns 0,25 Ns 0,18 Ns
Ns 0,016 | 2,18(1,15-4,12)| 0,016 | 2,32(1,16-4,61)
Ns 0,15 Ns 0,7 Ns
Ns 0,07 Ns 0,027 | 0,18 (0,042-0,82)
Ns 0,23 Ns 0,5 Ns

4,19 (1,77—9,91)| 0,17 | Ns | 0,49 | Ns
Ns | 0,74 | Ns | 0,82 | Ns

2,09 (1,03-4,24)| 0,003 | 3,14(1,48-6,05)| 0,02 | 2,56(1,12-5,89)
Ns 0,89 Ns 0,56 Ns

5,78(2,77-12,08) 0,014 | 2,49(1,2-5,19) | 0,05 2,24 (1-5,03)
Ns 0,07 Ns 0,02 | 2,27 (1,12-4,56)
Ns 0,32 Ns 0,36 Ns
Ns 0,59 Ns 0,81 Ns

3,11(1,12-8,61)| 0,11 Ns 0,36 Ns
Ns 0,9 Ns 0,43 Ns

1,92(1,33-2,79)| 0,03 | 1,46 (1,03-2,08)| 0,27 Ns

1,02 (1,01-1,02)| 0,003 | 1,01(1,00-1,02)] 0,04 | 1,01(1,01-1,02)
Ns 0,36 Ns 0,16 Ns
Ns 0,008 | 0,97 (1,01-1,02)) 0,61 Ns
Ns 0,69 Ns 0,36 Ns
Ns 0,86 Ns 0,63 Ns

dencia a una mayor supervivencia en los
pacientes con Child A. Sin embargo, el MELD
resulté ser buen predictor de mortalidad a
corto plazo (OR 1,067, IC 95% 1,023-1,4, p =
0,002). La supervivenciaconun MELD =15 fue
de 24,4 dias (DE 0,95) respecto de los
pacientes con un MELD < 15, en los cuales fue
de 28,5 dias (DE 0,8) (p < 0,005). En el analisis
mediante curva de ROC, el drea bajo la curva
para la mortalidad a corto término fue de 0,71
(IC95% 0,63-0,79, p = 0,001), siendo el punto
de corte 6ptimoun MELD de 16,5.

A los dos afos, los tres indices
resultaron predictores de mortalidad: CPT (p=
0,03), CCI(p=0,001)y MELD (p=0,021) segun

elanalisis por curvas de Kaplan Meier.

El analisis de supervivencia (Fig. 2)
evidencié que el MELD seguia siendo un
factor predictor de mayor mortalidad en los
pacientes con puntuacién = 15, AUC 0,63 (IC
95%0,53-0,72, p=0,008).

La supervivencia por CCl fue peor en
los casos con CClI = 8 (p = 0,001), sin
diferencias entre los pacientes con un CCI
inferior (p=0,79). La supervivenciamediaalos
dos afios de seguimiento fue de 447 dias (DE
30,3) para los pacientes con CCl < 8 y de 240
dias (DE 32,3) para aquellos con CCI =8 (p =
0,001). La curva de analisis ROC presentd un

AUC de 0,68 (IC 95% 0,6-0,77, p = 0,001),
siendo un CCl de 7,5 el punto de corte 6ptimo
segun el indice de Youden.

Finalmente, el anélisis del CPT como
factor prondstico de supervivencia a largo
plazo mostré que los pacientes Child C tienen
una mortalidad superior a los Child A (p =
0,011). Los pacientes Child B tienen un
comportamiento dual: en los primeros meses
tienen una mortalidad muy similar a la de los
pacientes Child C; posteriormente, la curva de
supervivencia se hace menos pendiente, por
lo que, a pesar de una clara tendencia, la
supervivencia de los pacientes Child B no
resulté estadisticamente superior a la de los
pacientes Child A (p =0,2). El anélisis ROC del
CPT, considerado como variable continua, no
presenta significacion estadistica (AUC 0,58, p
=0,08).

S

Fig. 2. Supervivencia acumulada a los dos aios
de seguimiento categorizada segin MELD, el
indice de comorbilidad Charlson y la escala
Child Pugh.
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deterioro de la funcion hepatica, se confirma
como un factor de riesgo independiente que
aumenta la mortalidad a cortoy largo plazo.

Tandon y cols. (7) demostraron que el
empeoramiento de la funcion renal era el
factor que con mayor consistencia
determinaba un peor prondstico en la PBE (5).
Multiples publicaciones han confirmado que
la reexpansion con SA disminuye la incidencia
de fracaso renal y la mortalidad (15,19-21). En
nuestro estudio, donde la mayoria de los
casos recibieron reexpansion con SA, los
pacientes con antecedentes de insuficiencia
renal crénica o que presentaron un AKl en el
momento del diagndstico de PBE tuvieron
peor supervivencia. Segln nuestros
resultados, no solo el desarrollo de un AKl es
un predictor de mortalidad a largo plazo, sino
gue una elevacion de la urea sérica es un
factor independiente de mortalidad a corto
plazo. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en la mortalidad en
los pacientes con distintos grados de AKI.

Actualmente, se consideran candi-
datos a reexpansiéon con SA los pacientes
diagnosticados de PBE con alteraciéon de la
funcién renal (creatinina sérica mayor o igual
a 1 mg/dl) o hiperbilirrubinemia (bilirrubina
sérica superior a 4 mg/dl) (15). En nuestra
serie, el 87% de los pacientes recibieron
reexpansion con SA, en la gran mayoria de los
casos de acuerdo con las guias de la European
Association for the Study of the Liver (EASL)
(15), sin que se encontraran diferencias
significativas en la mortalidad entre los
pacientes que recibieron SA y los que no.
Nuestro estudio demuestra que los pacientes
que recibieron reexpansion sin tener clara
indicacidon presentaron mayor supervivencia
respecto a los pacientes en los que no se
administré SA o bien, que presentaron
indicacion para reexpansion. Estos resultados
podrianindicar un beneficio de la SA en todos
los pacientes con PBE, independientemente
delafunciénrenal o dela hiperbilirrubinemia.

El fracaso del tratamiento antibidtico
influencia Unicamente la supervivencia a los
30 dias, probablemente porque aumenta el
riesgo de bacteriemia.

La profilaxis primaria con norfloxacino
disminuye la incidencia de PBE (22) y mejora
el prondstico (23). Segun los resultados de

nuestro estudio, la descontaminacion
intestinal primaria podria tener unos efectos
beneficiosos sobre la supervivencia a largo
plazo de los pacientes con PBE. En el estudio
multivariado, tomar rifaximina es un factor
protector independiente a los dos afos.
Probablemente, tal y como se describe en un
estudio experimental (24), la rifaximina, dado
que modifica la flora bacteriana intestinal,
conlleva una menor endotoxemia y por ello,
una mejor funcionalidad hepdtica.

A pesar de ser un tema debatido,
estudios recientes relacionan el uso de IBP
con un aumento de la incidencia de
infecciones del liquido ascitico (25-28). En
este trabajo se evidencia un incremento
significativo de la mortalidad al afio en
aquellos pacientes en tratamiento con IBP,
probablemente debido a que la disminucion
de la acidez gdstrica podria facilitar el
crecimiento bacteriano (29). A pesar de esto,
falta evidencia suficiente para desaconsejar el
uso de IBP en los pacientes con cirrosis (30).

Solo el 11% de los pacientes de
nuestro estudio presentaron bacteriemia en
el momento del diagnéstico, respecto al 30-
50% descrito en la literatura (31). Sin
embargo, nuestros resultados confirman los
obtenidos por Cho y cols. (32), que
describieron la bacteriemia como una
variable independiente de mortalidad
intrahospitalaria, siendo en nuestro caso un
factor pronéstico de mortalidad a corto plazo.

Otro factor de riesgo independiente
de mortalidad es la unidad de hospitalizacién.
Este dato es esperable si consideramos que
casi todos los pacientes que no ingresaron en
un servicio de aparato digestivo fueron
atendidos por unidades de cuidados
intensivos, lo que indica inestabilidad
hemodinamica o fallo organico que precisé
soporte especifico.

Las recidivas de PBE en pacientes que
no realizan profilaxis secundaria se acercan al
70%, mientras que el tratamiento con
norfloxacino puede bajar esta tasa hasta el
20% (33). En nuestro estudio, todos los
pacientes fueron dados de alta con
tratamiento profilactico y la tasa de recidiva
de PBE fue del 22% en acuerdo con la
literatura.

Un dato novedoso de nuestro estudio
es el hecho de incluir el CCl entre los factores
prondsticos de los pacientes con PBE. La
supervivencia no depende Unicamente de la
funcién hepatica (MELD y CPT), sino también
del contexto clinico del paciente y de sus
comorbilidades. Estos resultados ofrecen una
nueva interpretacion de los indices
habitualmente utilizados en la practica clinica.
Asi, el MELD es un buen predictor de
supervivencia a corto y a largo plazo en los
pacientes con PBE. El CCl es util como escala
prondstica a largo plazo. Mientras que el CPT
carece de la suficiente precision estadistica
para que sea posible utilizarlo como indice
prondstico en los episodios de PBE. Seria
deseable un nuevo indice prondstico
especificamente disefiado para los pacientes
con PBE que incluya estas distintas variables.

Las limitaciones de nuestro estudio
proceden del disefio del mismo. No obstante,
la revision exhaustiva de los casos, su caracter
multicéntrico y el tamafo de la muestra
compensarian esta limitacion. Otra limitacién
del estudio deriva de la ausencia de un
protocolo terapéutico comun entre los tres
centros.

Por otro lado, no ha sido posible
valorar la existencia de retraso en el
diagndstico enlos pacientesingresados.

En conclusién, nuestro estudio
muestra que, a pesar de las mejoras en el
diagndstico y en el tratamiento, la PBE
presenta una mortalidad alta a corto y largo
plazo, siendo el deterioro de la funcién
hepatica y renal los principales factores
prondsticos de mortalidad.

La reexpansion con SA podria suponer
un beneficio para todos los pacientes con PBE,
independientemente de la funcién renal y
hepatica. El MELD y el CCl pueden ser
utilizados como indices prondsticos de
mortalidad en los pacientes con PBE.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue
estudiar la presencia de reactividad cruzada
de la prueba de tamizaje htTG/DGP para
enfermedad celiaca (EC) con otros
autoanticuerpos presentes en altos titulos en
diferentes enfermedades autoinmunes (EA).
Se realiz6 un estudio de corte transversal
donde se seleccionaron 100 pacientes no
celiacos, de ambos sexos (15 hombres, 85
mujeres) con edades entre 4 y 86 afios que
presentaban diversas EA. Para estudiar
presencia de EC se realizaron por ELISA los
ensayos QUANTALIite® (INOVA Diagnostics,
EE.UU.): htTG/DGPScreen, htTG IgA e IgG,
Gliadina IgAll e IgGll. Los autoanticuerpos de
otras EA se determinaron por inmunofluo-
rescencia indirecta y por electroquimio-
luminiscencia. La reactividad cruzada
encontrada con autoanticuerpos no
especificos de EC fue de 2,0%. Las dos
muestras positivas con la prueba de tamizaje
(23,0 U y 24,9 U) presentaron anticuerpos
anti-centromero y anti-nucleares, con titulos
1/1280y 1/640 respectivamente. Las mismas
fueron analizadas para los marcadores de
celiaquia y sélo una resulté positiva débil
(21,8 U) para anti-Gliadina IgAll. La baja
reactividad cruzada hallada con el ensayo de
tamizaje htTG/DGP en presencia de otros
autoanticuerpos permite concluir que dicha
prueba constituye una herramienta de gran
utilidad para la pesquisa de EC en pacientes
con diferentes enfermedades autoinmunes.
Palabras clave: Autoanticuerpos; Enfermedad
celiaca; Prueba de tamizaje.

Introduccién

La enfermedad celiaca (EC) es un
desorden autoinmune inducido por la ingesta
de gluten en individuos genéticamente
susceptibles. Es una enteropatia que afecta
principalmente al intestino delgado proximal
y se produce porintolerancia ala gliadina, una
proteina presente en cereales,
principalmente en el trigo. La aparicion de los
sintomas es generalmente gradual y

caracterizada por un tiempo de latencia de
meses o afios luego de la introduccion del
gluten, siendo los mas cldsicos: diarrea,
pérdida de peso y malnutricion. La severidad
de los sintomas gastrointestinales y de los
signos clinicos, generalmente son un reflejo
del grado de malabsorcidn intestinal (1)(2). Es
uno de los desérdenes mas comunes en
paises poblados predominantemente por
personas de origen europeo (Europa, Norte y
Sur de América y Australia) afectando
aproximadamente al 1% de la poblacién
general (2).

La EC comparte muchas caracteris-
ticas con otros desdrdenes autoinmunes
como el modo poligénico de herencia, una
fuerte asociacién con antigenos HLA-DQ2 y
HLA- DQS8, la produccién de una respuesta
inflamatoria local (infiltracion linfocitaria y
produccién de citoquinas), la presencia de
autoanticuerpos en circulacidn, la
prevalencia en el sexo femenino, la
deficiencia de IgA y una asociacién con otras
enfermedades autoinmunes (1)(2).

La incidencia de EC en varios
desordenes autoinmunes aumenta 10 a 30
veces en comparacion con la poblacién
general, si bien en muchos casos es
clinicamente asintomatica o silente (1).

Los anticuerpos anti-péptidos
deamidados de gliadina (DGP), anti-
transglutaminasa tisular humana (htTG) y
anti-endomisio (EMA) son marcadores
fuertemente asociados a enfermedad celiaca
(EC) (3-11), cuya positividad es criterio de
indicacion de biopsia de intestino delgado, el
gold standard para su diagndstico (12-14). La
prueba de tamizaje htTG/DGP es un
enzimoinmunoensayo que permite la
deteccion simultanea de anticuerpos IgA e
1gG contra dichos marcadores y puede ser
considerado como un ensayo inicial de
primera linea en el algoritmo de estudio para
EC. Numerosos articulos han demostrado su
buen desempeiio sélo o en combinacidn con
otras pruebas, en cuanto a sensibilidad,
especificidad y valor predictivo positivo (2)(9-
11)(15-19). La utilizaciéon de un conjugado
dual permite detectar EC en inmuno-
deficientes de IgA (prevalencia 1/400)
(13)(20), ademas es particularmente util en
poblaciéon pediatrica, donde se conoce que la
sensibilidad diagndstica de los anticuerpos
anti-EMA y anti-htTG esta reducida en nifios
pequefios (11). Muchos de esos nifios con

enfermedad celiaca presentan anticuerpos
anti-gliadina. A medida que progresa la
enfermedad se producen anticuerpos contra
ambos antigenos, gliadina y htTG. La
expresion completa de anticuerpos anti-EMA
y anti-htTG generalmente ocurre después de
los 2 6 3 afios de edad. Por esta razdn, se ha
recomendado combinar anti-gliadina con
anti-EMA o anti-htTG a fin de incrementar la
sensibilidad diagndstica de las pruebas
seroldgicas en edades tempranas (11)(19). El
método de tamizaje posee una especificidad
de 97,0% y una sensibilidad de 98,6%, segun
el fabricante (21). En un trabajo publicado por
Sugai et al. (12), el ensayo de tamizaje para EC
presentd una sensibilidad de 100% tomando
en cuenta el valor de corte del fabricante
(20,0 U) y 98,4% considerando el valor
correspondiente al 100% de Valor Predictivo
Positivo, en la deteccién de EC en pacientes
con alto riesgo para la enfermedad (alta
probabilidad pretest).

Se define la reactividad cruzada como
la reaccidn de un anticuerpo con un antigeno
diferente del que le dio origen, debido a la
presencia de determinantes antigénicos
compartidos, similares o idénticos (22). Se
debe a reacciones no especificas que generan
resultados falsos positivos. La reactividad
cruzada es el tipo de interferencia mas comun
en inmunoensayos y ocurre cuando
sustancias estructuralmente similares al
analito o aquellas que poseen epitopes
equivalentes al mismo, estan presentes en
suero y forman complejos que producen
sefiales medibles (23)(24).

El objetivo del presente trabajo fue
estudiar la presencia de reactividad cruzada
de la prueba de tamizaje htTG/DGP para
enfermedad celiaca con otros
autoanticuerpos presentes en altos titulos en
diferentes enfermedades autoinmunes.

Materialesy Métodos
POBLACION ESTUDIADA

Se realiz6 un estudio de corte
transversal para el cual se seleccionaron 100
pacientes de ambos sexos (15 hombres y 85
mujeres) pertenecientes a la ciudad de La
Plata y zona de influencia, con altos titulos de
autoanticuerpos. Los pacientes tenian
edades comprendidas entre 4 y 86 afos
(Mediana: 45,5) y presentaban diferentes
patologias autoinmunes: Poliartritis,



Sindrome de Sjogren (SS), Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), Esclerodermia, Artritis
Reumatoidea (AR), Sindrome Anti-
Fosfolipidico (SAF), Colitis Ulcerosa,
Granulomatosis de Wegener, Polimiositis,
Cirrosis biliar primaria, Espondilitis
anquilosante, Neuropatia autoinmune no
especificada, Tiroiditis de Hashimoto,
Enfermedad de Graves, Diabetes Tipo | (DBT
1). Ninguno de los pacientes fue referido con el
diagnésticode EC.

MUESTRAS

Las muestras de sangre fueron
obtenidasentrelas 7,00y las 10,00 h, luego de
8hdeayunoentuboscon gel aceleradordela
coagulacion. Se dejaron coagular durante 30
minutos a temperatura ambiente y fueron
posteriormente centrifugadas durante 15
minutos a 3600 rpm. Los sueros asi obtenidos
fueron procesados junto con las muestras
diarias de rutina y/o guardados a -20 °C hasta
su procesamiento semanal, segun las
determinaciones requeridas en cada caso.

METODOS

Se utilizaron los siguientes ensayos de
ELISA, QUANTALite® (INOVA Diagnostics
Inc., San Diego, EE.UU.): htTG/DGPScreen,
Gliadin IgGll e IgAll, htTG IgA e IgG, CCP3 IgG
(anticuerpos anti-péptidos citrulinados
ciclicos) y Centromere (anticuerpos anti-
centrémero, ACA). El procesamiento fue
realizado con un analizador de microplacas
automatizado EVOLISTM Twin Plus (Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette-Francia). El valor de
corte para indicar positividad, segun el
fabricante fue 20,0 U, para los ensayos
mencionados.

Los estudios por Inmunofluores-
cencia Indirecta se realizaron con improntas
de ANCA (ethanol fixed human neutrophil) y
ANCA (formalin fixed human neutrophil) para
la deteccion de anticuerpos anti-citoplasma
de neutrdéfilos, ANCA Cy P, respectivamente
(INOVA Diagnostics Inc., San Diego, EE.UU.) y
KallestadTMHep-2 Cell Line Substrate (Bio-
Rad Laboratories Inc., EE.UU.), para
anticuerpos antinucleares (ANA). En la

deteccidon de anticuerpos anti-mitocondria
(AMA) se utilizaron improntas Mouse Kidney
& Stomach Slide (INOVA Diagnostics Inc., San
Diego, EE.UU.). Se observaron con
Microscopio de fluorescencia Nikon- Eclipse E
400 (Tokio, Japon) con lampara TK-LED.

Todas las técnicas analiticas se
realizaron siguiendo las instrucciones del
fabricante y cumplieron los requisitos de
calidad establecidos por el laboratorio.

Se establecié como positivo un titulo
de 1/20 para anticuerpos AMA y ANCA, para
anticuerpos antinucleares el titulo de corte
fue 1/80 en pacientes adultos y 1/40 en
poblacidon pediatrica. Los sueros que
presentaron positividad se diluyeron hasta la
ultima diluciéon que presentd maxima
fluorescencia.

Los anticuerpos anti-Tiroperoxidasa
(aTPO), anti-Tiroglobulina (aTG) y anti-
Receptor de TSH (aRTSH), fueron medidos
por Electroquimioluminiscencia con un
instrumento COBAS e601 ROCHE (Hitachi
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High- Technologies Corporation, Tokio, Japdn).

Los valores de corte para los anticuerpos aTPO fueron >34 UI/L,
para los anticuerpos aTG 2115 Ul/Ly para los anticuerpos aRTSH >1,75
Ul/L.

ANALISIS ESTADISTICO

Los célculos estadisticos se reali-zaron utilizando el programa
IBM® SPSS® Statistics 21, EE.UU. Se considerd nivel de significancia
estadistica p<0,05.

Resultados

Las especificidades de los autoanticuerpos encontradas en este
grupo de pacientes fueron: 7 ACA; 6 anti- CCP3; 52 ANA con titulos
>1/160 (presentando distintos patrones de fluorescencia); 3 AMA; 1
ANCA Cy 1 ANCA P; 16 aTPO y/o aTG, 5 aRTSH. Once pacientes eran
diabéticos tipo | (dos de los cuales ademas fueron hipoti-roideos) con
diferentes especificidades de autoanticuerpos relacionados con DBT I.
EnlaFigura 1 pueden observarse distintos patrones de fluorescencia.

.

Figura 1. Imagenes de diferentes patrones de inmunofluorescencia en
pacientes con enfermedades autoinmunes. Homogéneo. b) Moteado.
¢) Anti-centrémero.

a) b) c)

En la Tabla | pueden observarse los valores medios obtenidos
con la prueba de tamizaje htTG/DGP para cada especificidad de
autoanticuerpos seleccionada.

S

Tabla I. Frecuencia de autoanticuerpos y media obtenida con la prueba
de tamizaje para celiaquia.

ANA | aCCP | ANCA | ACA | AMA | aTPO/aTG aRTSH | DBTI
n 52 6 2 7 3 16 5 n
x| 9 8, 6,5 94| 85 7.3 59 6,6

n: numero de muestras
x: valor medio de la prueba de tamizaje para EC.

Lareactividad cruzada encontrada con otros autoanticuerpos
fue de 2,0%, es decir, de las 100 muestras procesadas con la prueba de
tamizaje, dos presentaron anticuerpos con valores por encima del valor
de corte establecido (23,0 U y 24,9 U). Esas muestras fueron analizadas
para los cuatro marcadores de celiaquia, anti-htTG IgA, anti-htTG IgG,
anti-Gliadina IgAll y anti-Gliadina IgGll. Sélo una muestra demostré un
resultado positivo débil (21,8 U) para anti-Gliadina IgAll, como se indica
enlaTabla Il. Las dos muestras, extensivamente evaluadas, habian sido

caracterizadas como positivas para ACA 1/1280 y ANA 1/640
respectivamente.

-y

Tabla Il. Resultados de los marcadores de celiaquia en las 2 muestras
positivas parala prueba de tamizaje.

Prueba de tamizaje | anti-Gliadina IgAN | anti-Gliadina IgAN |anti-htTglgG | anti-htTGIgA | Otros autoanticuerpos
230U 57U 218U 124U 145U ACA1/1280
24,09 U 50U 76U 124U 104U

ANA /840 Motesde Fina

Se realizo el anélisis estadistico de los resultados obtenidos con
las 100 muestras de suero, los cuales arrojaron un valor medio de 8,3 U
y un desvio estandar de 4,1. E| 95% de los datos se encontré entre 3,3 U
y21,2 U (Figura2).

.

Figura 2. Grafico de frecuencia de los resultados obtenidos con la
prueba de tamizaje.
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Discusiony Conclusiones

La EC es una enfermedad autoinmune frecuentemente
subdiagnosticada, en particular en sus formas atipicas. Mientras que la
biopsia de intestino delgado continua siendo el gold standard para su
diagndstico, en este grupo de pacientes pauci o asintomdticos, las
pruebas seroldgicas son importantes para determinar aquellos
pacientes que deberan ser referidos a biopsia (25). En un trabajo
realizado en Argentina, en el area de la ciudad de La Plata se encontrd
una prevalencia de EC de 1/167 individuos, teniendo en cuenta la
poblacion general (26). Este escenario fue el motivo para realizar este
estudio, dado que, como se menciond previamente, la incidencia de EC
es mayor en las enfermedades autoinmunes que en la poblacion
general. Para ello, se selecciono un grupo de pacientes con diagnéstico
de enfermedades autoinmunes que poseian autoanticuerpos con
diferentes especificidades y que, por lo tanto, presentaban mayor
riesgo de padecer EC, por lo que los resultados no deben ser
interpretados de igual modo en la poblacion general.

En el presente trabajo la reactividad cruzada fue de 2,0%,
debido a que dos muestras presentaron resultados de la prueba de



tamizaje por encima del valor de corte de
20,0 U. De esos dos sueros sélo uno presentd
anticuerpos anti-Gliadina IgA |l positivos
débiles, ya que los valores comprendidos
entre 20,0 y 30,0 U deben ser reportados de
este modo.

Los resultados de la poblacién
estudiada presentaron un valor medio para
la prueba de tamizaje de 8,3 U (IC: 3,2-24,9),
el cual se aparté 3 desvios del valor de corte
declarado por el fabricante de 20,0 U, el 75%
de los valores del ensayo de tamizaje
reportados estuvieron por debajode 9,5 U.

En numerosas publicaciones se ha
estudiado la mayor prevalencia de EC en
diferentes patologias autoinmunes respecto
de la poblacién general (25)(27-29). Estudios
realizados, tanto en niflos como en adultos,
han demostrado que la EC se presenta en
pacientes con DBT | con una prevalencia que
varia desde el 4,4 al 11,1%. En una gran
proporciéon de pacientes la EC es
asintomatica o caracterizada por sintomas
modestos/ atipicos. El tamizaje periddico

para autoanticuerpos de EC en pacientes
con DBT | es mandatorio (27).

Se ha encontrado una prevalencia de
EC en pacientes con Enfermedades Tiroideas
Autoinmunes (Enfermedad de Graves y
Tiroiditis de Hashimoto) entre 2,0 a 7,0%. La
coexistencia de ECy Enfermedades Tiroideas
Autoinmunes se ha explicado por varios
mecanismos entre los cuales se encuentran
la predisposicion genética y la asociacion de
ambas enfermedades con el gen que codifica
CTLA-4, un gen que confiere susceptibilidad
paraautoinmunidad tiroidea (28).

En un estudio realizado en Argentina
por Rodriguez G et al., el 5,37% de los
pacientes con diversas Enfermedades del
Tejido Conectivo presentd serologia positiva
para EC. Se hallaron anticuerpos positivos en
pacientes con diagndstico de SS, AR, Artritis
Psoriasica (APs), PMy LES (25).

Iltanen et al. hallaron una frecuencia
de 14,7% de EC en 34 pacientes con SS
primario, donde se reconocieron como

PKL PPC 1100H

factores de susceptibilidad genética a los
haplotipos HLA- DQ2 y DQ8 compartidos
por ambas patologias (29).

El desempefio de la prueba de
tamizaje utilizada en el presente estudio ha
sido ampliamente evaluado por diferentes
autores, en diversas poblaciones de
pacientes, tanto adultos como nifios. Se
menciond previamente el trabajo publicado
por Sugai et al. (12), en el cual los autores
demostraron que el ensayo de tamizaje fue
el Unico que detectd todos los casos de EC
(Sensibilidad 100%) y Especificidad de
92,8%, razon por la cual concluyeron que
deberia utilizarse como prueba inicial en la
investigaciénde EC.

Resultados similares fueron hallados
por Agardh D. (11) quien, utilizando como
valor de corte 20,0 U para considerar un
resultado positivo, detecté el 100% de los
nifos con EC no tratados incluyendo
menores de 3 afios de edad con anticuerpos
anti-htTG IgA negativo y aquellos que tenian
deficiencia de IgA. La especificidad del
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ensayo encontrada por este autor fue 89%
para pacientes con otros desérdenes como
intolerancia a las proteinas de la leche de
vaca, alergia a alimentos, deficiencia de IgA,
deficiencia de lipasa, gastritis por
Helicobacter pylori, diabetes mellitus
insulino dependiente, falla de crecimiento o
corta estatura o sintomas gastrointestinales
momentaneos, todos con biopsia intestinal
negativa (controles enfermos); y 97% para
los controles sanos.

Segun la bibliografia consultada no
existe un estudio sistematico que haya
evaluado la reactividad cruzada del método
de tamizaje para EC con otros
autoanticuerpos. El inserto del reactivo
htTG/DGPScreen presenta un estudio
realizado con 83 muestras controles
positivos procedentes de diferentes
reactivos de pruebas de autoanticuerpos de
INOVA, resultando una reactividad cruzada
nula (21). Las muestras control utilizadas en
dicho estudio son acuosas, no poseen la
misma matriz bioldgica que las muestras de
suero y, por lo tanto, no son conmutables,
razon por la cual, el resultado obtenido en el
presente estudio refleja lo que ocurre en
sueros de pacientes.

La baja reactividad cruzada hallada
con la prueba de tamizaje htTG/DGP en
presencia de otros autoanticuerpos permite
concluir que dicho ensayo constituye una
herramienta de gran utilidad para la
pesquisa de EC en pacientes con diferentes
enfermedades autoinmunes, en quienes
existe amplia evidencia cientifica que
poseen mayor probabilidad de desarrollar
EC.
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torio. El analizador de inmunoensayo ejecuta
hasta 440 pruebas por hora, siendo la mayor
productividad del mercado.

Atellica® Magline es una tecnologia
Unica capaz de transportar los tubos de
muestra a una velocidad 10 veces mayor que
los transportadores convencionales. Gabriela
Feldhaus, Gerente de Marketing para el area
de Laboratorio Diagndstico afirma que el
enfoque de esta solucidn consiste en que el
paciente y los médicos puedan obtener un
diagndstico efectivo, de calidad, en tiempo y
forma, sin retrasos y con mayor precision.
“Atellica® Solution ofrece tiempos de
respuesta en sélo 10 minutos para pruebas
claves, como cardiacas, reproductivas y
tiroideas”, afirma.

Un sistema multi-camaras inde-
pendiente dotado de un software inteligente
detecta automaticamente la prioridad a ser
analizada en casos de emergencia, permi-

tiendo un control individualizado de cada
muestra, beneficiando a los profesionales de
la salud y pacientes con resultados agiles y
confiables.

Gabriela destaca que “lasolucidn es
capaz de operar mas de 30 tipos diferentes de
contenedores de muestra, incluyendo
adaptadores para muestras pediatricas.
Ademas, es posible realizar hasta 15 pruebas
con apenas 50 micro-litros de sangre,
ofreciendo mayor confort a los pacientes”.

Durante sus mas de 120 afios de
historia, Siemens Healthineers ha desem-
pefiado un papel fundamental en el campo de
la innovacién tecnoldgica. Atellica® Solution
llega para cambiar el juego en la rutina de los
laboratorios, ayudando a los profesionales de
la salud con respuestas inmediatas y confia-
bles para una toma decisién mas agil,
fundamentaday asertiva.




Diagndstico en la era digital:
Mejorando la atencidn del paciente

e Evento para clientes en el
Alvear Art Hotel el 12 de
septiembre

e Presencia de importantes
expositores donde se men-
cionaron casos de éxito y se
dieron a conocer las solu-
ciones Point of Care a los
proveedores delasalud.

e Gran presencia de impor-
tantes laboratorios y centros
de salud de Argentina.

El 12 de septiembre el area de
Centros de atencion (Point of Care) de
Siemens Healthineers llevo a cabo su evento
del afio en el Alvear Art Hotel denominado:
“Diagnostico en la era digital: Mejorando la
atencion del paciente”. EIl mismo conté con
una gran presencia de importantes
laboratorios y centros de salud del pais
interesados en mejorar la gestion de sus
pacientes y tener resultados clinicos
optimizados.

El tiempo es preciado y en la era de
la inmediatez facilitar un diagndstico en
cuestién de minutos es transformar la forma
de brindar el cuidado de la salud y facilitar una
mejor experiencia en la relacion médico-
paciente. Por tal motivo el evento tuvo como
objetivo presentar las soluciones digitales y
equipos de diagndstico de la compaiiia en su
mayoria portdtiles e inaldmbricos que
proporcionan resultados diagndsticos
inmediatos, convenientesy faciles de usar, los
cuales se ubican en el punto de atencion del
paciente como guardias, urgencias,
consultorios externos, quiréfanos, terapias
intensivas, entre otros.

Para estos casos las soluciones les
permiten tomar decisiones inmediatas, sobre
el manejo de los pacientes, lo que resulta en
mejor seguridad para paciente, mejores

resultados clinicos y mejor satisfaccién de los
pacientes. Un ejemplo de ello fue el foco
puesto en uno de los grandes lanzamientos
del afo, el analizador de gases en sangre
epoc, una solucion inaldmbrica de mano que
permite realizar pruebas de andlisis de sangre
integrales al lado del paciente en una tarjeta
que se almacena a temperatura ambiente y
con resultados en menos de un minuto. “Con
este equipo en menos de un minuto podes
tener un estudio de gases en sangre (PH, PO2,
PCO2), permitiendo tomar una decision
médica inmediata en un paciente critico”,
mencioné Soledad Moran, Especialista de
producto de Siemens Healthineers.

Por otra parte segun las palabras de
Daniel Nasuti, Director General de Siemens
Healthineers Argentina, este tipo de eventos
ademds “acercan nuestras cuatro promesas
de valor de la mano de nuestra linea de
productos de Point of Care a nuestros
clientes. Adicionalmente permite a
expositores internacionales compartir
experiencias y mejores practicas en el ambito
de nuestros productos POC vy junto a la
digitalizacion enriquecer a nuestra
comunidad local para facilitar un mejor
acceso a la salud, lograr mejorar resultados a
menores costos”.

Entre las experiencias y practicas
compartidas, el programa contd con la
participacion de clientes de Colombia vy
Argentina quienes relataron en primera
persona sus experiencias con las soluciones
implementadas en sus centros; casos de éxito
no soélo por los grandes beneficios de
implementar equipamiento sino por el uso de
las soluciones informaticas que facilitaron el
control total desde el Laboratorio Central.
Como fue el caso del Dr. Sigifredo Ospina, Jefe
de Epidemiologia Hospitalaria en Hospital
Universitario San Vicente Fundacidn,
Medellin, Colombia, quien detall6 la
experiencia exitosa de la implementacion de
un programa de POC en dicho Hospital
haciendo énfasis en aquellos retos mas
significativos que uno debe superar cuando
quiere implementar este tipo de programas.

“Yo creo que estamos avanzando un poco mas
a que las personas del laboratorio clinico sean
mas conscientes de que POC es parte del
laboratorio clinico. Que los exdamenes al lado
del paciente hay que vigilarlos, hay que
controlarlos, y finalmente garantizar la
calidad, pero el responsable ultimo de esta
actividad siempre sera el laboratorio clinico”,
expresoé el doctor.

Los destacados expositores de
importantes instituciones que participaron
delencuentro fueron:

e El Dr. Sigifredo Ospina, Jefe de Epide-
miologia Hospitalaria en Hospital
Universitario San Vicente Fundacion,
Medellin, Colombia.

* ElIng. Roman Rosenkranz, Vice President
POC Informatics en Siemens
Healthineers, Berlin, Alemania.

e La Lic. Sandra Carrillo, Marketing POC
Siemens Healthineers, Bogotd, Colombia.

e La Dra. Alejandra Brethauer, Bioquimica
del Hospital Cuenca Alta Néstor Kirchner
Cafiuelas y UPA 1 Lomas de Zamora,
Buenos Aires, Argentina.

e La Dra. Silvia Andrea Holod, Bioquimica
Especialista en Quimica Clinica, Jefa
division laboratorio Hospital T. Alvarez,
Buenos Aires, Argentina.

SIEMENS ...
Healthineers ‘-

Contacto de prensa

Yesica Lucia Vazquez

Teléfono: +54 11 5432 6816

Email:
yesica.vazquez@siemens-healthineers.com



Siemens Healthineers es el negocio
de la salud independiente de Siemens AG que
permite a los proveedores de servicios de
salud de todo el mundo obtener mejores
resultados a menor costos, contribuyendo en
su camino hacia la expansién de la medicina
de precision, la transformacién de los
servicios de salud, la mejora de la experiencia
del paciente y la digitalizacion de los servicios
de la salud. Como lider en tecnologia médica,
Siemens Healthineers innova continuamente
con su portafolio de productos y servicios en
las dreas centrales de diagndstico vy
tratamientos por imagenes, asi como también
diagndsticos de laboratorio y medicina
molecular. Siemens Healthineers también
desarrolla activamente sus servicios de salud
digital y servicios de consultoria.

En el afio fiscal 2017, que finalizé el
30 de septiembre de 2017, Siemens
Healthineers generé ingresos de € 13.8 mil
millones y ganancias de € 2.5 mil millones y
cuenta con aproximadamente 48,000
empleadosentodo el mundo.

Por mayor informacién:
www.siemens.com/healthineers

¥

DIAGNOS MED S.R.L. II’

P A Garee

RSR

Diagnostics for Autoimmunity

www.diasource-diagnostics.com
17 (OH) PROGESTERONA NUEVA!

Adaptable para sistemas abiertos Elisa

www.rsritd.com

3 Screen Islet Cell (ELISA)

Controles incluidos IA2 (ELISA Y RIA)
Opcional: Extraccion de muestra para neonatos
CALPROTECTINA ELISA
Opcional:Set de recolectores de muestra

CROMOGRANINA ELISAY RIA

VGKC Ab (RIA)

VGCC Ab (RIA)

Para ampliar informacion comunicarse al

info@diagnosmed.com | promocion2@diagnosmed.com

(011) 45522929 www.diagnosmed.com




Oferta Académica con
modalidad a distancia

o

Curso de Actualizaciones en
antimicrobianos de uso Ambulatorio y
Hospitalario

Organiza: COFyBCF

E-mail: elearning.cofybcf@gmail.com
Web:
www.cofybcf.org.ar/cursos_adistancia.asp

Curso de Hematologia gratuito FUPAU-
ORION

Mddulo 1: Educar para un desarrollo
humano sustentable.

Desafios actuales en la ensefianza de las
ciencias y la formacion profesional.
Mddulo 2: Elaboracion de proyectos
educativos con responsabilidad social.
Organiza: UNR (Universidad Nacional
Rosario)

Tel-Fax: 54-11-4394-4337

E-mail: presidencia@fupau.org.ar;
cursos@fbyoyf.unr.edu.ar

Curso de Actualizacion en
Psicofarmacologia

Fecha de inicio: consultar (cada mddulo
prevé una dedicacion de 120 horas
distribuidas en 3 meses)

Organiza: COFyBCF (Colegio Oficial de
Farmacéuticos y Bioquimicos de Capital
Federal)

E-mail: bioquimicos@cofybcf.org.ar
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Formacion de Posgrado

educacioncontinua@cofybcf.org.ar
Web: www.cofybcf.org.ar

Actualizacion en Hemostasia y
Coagulacion

Inscripcion: permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

E-mail:
formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
Web: www.fbcb.unl.edu.ar

Liquidos de puncion: Laboratorio
Bioquimico-clinico

Inscripcion: Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

Lugar: Santa Fe, Argentina

Tel: 54-342-4575216 int. 122

E-mail:
formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
Web: www.fbcb.unl.edu.ar

Monitoreo Terapéutico de drogas
Inscripcion: Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

Lugar: Santa Fe, Argentina

E-mail:
formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
Web: www.fbcb.unl.edu.ar/app/cursos

Liquidos de Puncion: Laboratorio
Bioquimico Clinico

Inicio: Consultar

Organiza: ABA (Asociacion Bioquimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

E-mail: cursos@aba-online.org.ar

Diagnéstico de las Hemoglobinopatias.
Casos Clinicos

Fecha: Consultar

Organiza: ABA (Asociacion Bioquimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

E-mail: cursos@aba-online.org.ar

Bioquimica Clinica de los Liquidos y
Electrolitos

Inscripcién Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

E-mail:
formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
Web: www.fbcb.unl.edu.ar/app/cursos

Micologia Médica

Inscripciones Abiertas

Organiza: Fundacion Quimica Argentina
E-mail: Info@fundacionquimica.org.ar

Curso Estadistica Basica

Disponibilidad Continua

Organiza: GMigliarino Consultores
E-mail: info@migliarino.com

Web: www.gmigliarino.com/Cursos/130

Errores Congénitos del metabolismo:
Rol del Laboratorio de urgencias y
especializado

Fecha: Consultar

Organiza: ABA (Asociacion Bioguimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

E-mail: cursos@aba-online.org.ar
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EL LABORATORIO EN LAS GAMMAPATIAS MONOCLONALES.BUSCANDO CONSENSOS.

Desde el Foro de Proteinas se invita a todos los Profesionales Bioquimicos de la Argentina, tanto del
ambito publico como privado, a participar de una encuesta voluntaria y anénima con el objetivo de
confeccionar la primer Guia de Practicas de Laboratorio Clinico en el Diagnostico y seguimiento de Gam-
mapatias Monoclonales.

El Foro de Proteinas, con sede en la Asociacion Bioquimica Argentina, constituye desde el ano 2007 un
ambito de discusion, donde los profesionales especialistas en el area de Proteinas se relinen periddica-
mente para consensuar criterios que puedan ser utilizados como herramientas en la transmision de
resultados clinicamente utiles. Tenemos el honor de contar con la Dra. Raquel Osatinsky como Consul-
tora permanente desde su inicio.

La falta de consensos a nivel mundial sobre como informar los estudios proteicos séricos y urinarios nos
obliga a los profesionales del area a recabar informaciéon en cuanto a las técnicas utilizadas , nomencla-
tura y diseno del informe de resultados en nuestro pais.

Los datos obtenidos seran objeto de analisis por parte del Foro y permitiran en conjunto con las reco-
mendaciones propuestas por especialistas de otros paises, construir Guias de Trabajo que seran oportu-
namente publicadas y comunicadas al mail registrado de los participantes.

A los fines de interpretar correctamente los datos recolectados, solicitamos a los colegas brindar unica-
mente informacion de las determinaciones que son realizadas en el propio Laboratorio; y, que no son
eventualmente derivadas a Laboratorios de mayor complejidad.
Ademas, solicitamos enviar una Unica encuesta por Laboratorio.

Agradeciendo su tiempo y colaboracidn, los saluda muy atentamente

La misma puede encontrarse en el link de la Asociacion Biquimica Argentina/ www.aba-online.org.ar
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Anticoagulacion: Estudio y Control de
los Tradicionales

Fecha de inicio: Consultar

Organiza: ABA (Asociacion Bioquimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

E-mail: cursos@aba-online.org.ar

Citometria de Flujo

Fecha: consultar

Organiza: ABA (Asociacidn Bioquimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

E-mail: cursos@aba-online.org.ar

Errores Congénitos del metabolismo:
Rol del Laboratorio de urgencias y
especializado

Inicio: Consultar

Organiza: ABA (Asociacion Bioquimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

E-mail: cursos@aba-online.org.ar

Congreso Anual de la SAIB
Fecha: 5y 8 de noviembre 2018
Lugar: Centro de Convenciones de
Parand, Entre Rios

Organiza: SAIB

Tel: 0054 1147871

Email: www.saib.org.ar

11l Jornadas Patagonicas

Fecha: 14-15y 16 noviembre 2018
Lugar: Neuquén, Tower Hotel, con
direccién en Gral. Manuel Belgrano N°
174

Organiza: La Federacién Bioquimica
Patagodnica (FEBIPA) y el Colegio de
Bioquimicos de Neuquén

Tel: 0299 442-2217

E-mail: info@colbiongn.com.ar

|| Oferta Académica
() Presencial, Nacional

VI Curso Bianual de Especializacion en
Endocrinologia Ginecoldgica y
Reproductiva.

Lugar: Universidad Nacional de Cérdoba
(Catedra de Ginecologia)
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Tel: 011-49610290
Organiza: Saegre
E-mail: saegre@saegre.org.ar

Curso sobre Infecciones de Transmisidn
Sexual

Fecha: 2y 3 de noviembre

Lugar: FCQ

Organiza: UNCy AAM

Tel: 0351 4236505

E-mail: cordoba@aam.org.ar —
registro@aam.org.ar

VIlI Congreso de la Sociedad Argentina
de Bacteriologia, Micologia 'y
Parasitologia Clinica

Inicio: 6 a 9 de noviembre de 2018
Lugar: Buenos Aires

Organiza: AAM (Asociacion Argentina de
microbiologia

Tel: (54-11)4932-8948

E-mail: info@aam.org.ar

51° Congreso Argentino de
Reumatologia 2018

Inicio: 12 a 17 de noviembre de 2018
Organiza: SAR

Lugar: Hotel Intercontinental/Mendoza
Tel: (+5411)4371-1759

E-mail: www.reumatologia.org.ar

47° Congreso Argentino de la SAP
(Sociedad Argentina de Patologia 2018)
Inicio: 15 a 17 de noviembre de 2018
Organiza: SAP

Lugar: Universidad Catdlica
Argentina/Buenos Aires

Tel: (+5411)4951-2152

E-mail: infosap@patologia.org.ar

VX Jornadas Cientificas del Instituto de
Investigaciones Médicas Alfredo Lanari
Inicio: 21 a 23 de noviembre de 2018
Lugar: Buenos Aires

Organiza: Instituto de investigaciones
Médicas Alfredo Lanari

Tel: (+54)011-5287-3700

E-mail:
jornadascientificas@lanari.fmed.uba.ar

Jornadas Bioquimicas de Integracion
Provincial 2018

Fecha: 10 de noviembre de 2018
Lugar: Cérdoba Capital

Organiza: Cobico (Colegio de Biog. De la
Provincia de Cérdoba)

Tel: +54 0351 423196

Email: cobico@cobico.com.ar

1l Jornadas Nacionales de Plantas
Medicinales

Fecha: 26 al 28 de noviembre de 2018
Lugar: Facultad de Farmacia y Bioquimica
UNV de Buenos Aires

Organiza: UNV de Farmacia y Bioquimica
Email: joramed2018.blogspot.com

Convocatoria a mejor Tesis Doctoral en
Ciencias Quimicas

Fecha: 15 al 30 de noviembre de 2018
Lugar: FCQ (Facultad de Ciencias
Quimicas de Cérdoba)

Organiza: Facultad de Ciencias Exactas y
UBA

E-mail: www.fcg.unc.edu.ar

Il Congreso Cientifico Profesional de
Bioquimica

Fecha: 12 al 15 de junio de 2019
Lugar: Cérdoba, Argentina

E-mail: graduados@fcq.unc.edu.ar

732 Congreso Argentino de Bioquimica
Fecha: 20 al 23 de agosto 2019

Lugar: Hotel Panamericano Buenos Aires
Argentina

Organiza: ABA

Tel: 011-43812907

E-mail: cursos@aba-online.org.ar

EXPO FYBI: Exposicidn y Congreso
Internacional de Farmacia y Bioquimica
Industrial

Inicio: 10 a 13 de septiembre 2019
Lugar: Costa Salguero, Buenos Aires,
Argentina

Email: www.expofybi.org

CUBRA XV

Octubre 2019

Resistencia, Chaco, Argentina

Organiza Colegio Bioquimico de Chaco
E-mail:
congresocubra_chaco2019@gmail.com



I | Oferta Académica

ﬁ Presencial, Internacional
XXXII Congreso Nacional de Bioquimica
Inicio: 4 al 9 de noviembre de 2018
Lugar: Ixtopa, Zihuatanejo, México
Organiza: Sociedad Mexicana de
Bioquimica

Email: www.smb.org.mx

IN LACTIS: Simposio Internacional en
Ciencia y Tecnologia de Lacteos
Inicio: 6 y 7 de noviembre de 2018
Lugar: Montevideo Uruguay

Organiza: UTEC, INALE, LATU

Email: info@easyplanners.com

18° Congreso Internacional del Colegio
Nacional de Bacteriologia

Fecha: 9 al 12 de noviembre de 2018
Lugar: Hotel Dann Carhon (Colombia,
ciudad de Barranquillas)

Organiza: Colegio Nacional de
Bacteriologia CNB

E-mail: www.cnbcolombia.org

Macromolecular Crystallography School
Fecha: 14 de noviembre de 2018
Organiza: Instituto de Fisica de Sao Carlos
Brasil

Lugar: Brasil

Email: www.ifsc.usp.br/mx2018

XXIV Congreso Latinoamericano de
Microbiologia ALAM 2018.

Fecha: 13 al 16 de noviembre de 2018
Lugar: Parque Araucano. Santiago, Chile.
http://alam.science/alam-2018/

Il Jornada Internacional de la Sociedad
Boliviana de Bioquimica Clinica

Fecha: 9 al 12 de noviembre y 1 de
diciembre de 2018

Lugar: Hotel Real Plaza (La paz Bolivia)
E-mail: www.sabobiocli.com

Tel: 70640815

XLIII Congreso nacional de Genética
Humana

Fecha: 26 de noviembre y 1 de diciembre
de 2018

Lugar: Hotel Marriot Aguas Caliente,
México

Organiza: AMGH

E-mail: amgh.congreso2018@gmail.com

2° Curso de Introduccién a la
Microscopia

Fecha: 17 al 24 noviembre de 2018
Lugar: Boadilla de Monte, Madrid.
E-mail: www.sebbm.es

5ta Jornada “Hacia un sistema sanitario
basado en la creaciéon de valor”

Fecha: 27 de noviembre de 2018

Lugar: Auditorio Rafael del Pino, Madrid.
Organiza: Fundacion Instituto Roche

Tel: +34 913248738

Email: contacto@institutoroche.es

Curso Internacional “Parasitosis
Intestinales”

Fecha: 10y 11 de diciembre de 2018
Lugar: Colegio de Bioquimica y Farmacia
(La paz Bolivia)

Organiza: Sociedad Boliviana de
Bioguimica

E-mail: www.sabobiocli.com

Antimicrobianos en las Infecciones mas
Frecuentes

Fecha: 14 y 15 de diciembre de 2018
Lugar: Auditorio Hotel Mi residencia
(Santa Cruz Bolivia)

Organiza: Sociedad Boliviana de
Bioquimica

E-mail: www.sabobiocli.com

XIX Congreso Panamericano de
Infectologia

Inicio: 29 de mayo al 1 de junio 2019
Lugar: Centro de Convenciones de la
Conmebol Paraguay

Email: apinfectologia.com

Organiza: AP| Paraguay

23 ° Congreso Europeo de Medicina de
Laboratorio IFCC-EFLM.
(EUROMEDLAB 2019)

Fecha: 19 a 23 de mayo 2019
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Lugar: Barcelona, Espafia

Organiza: Sociedad Espafiola de Medicina
de Laboratorio (SEQC ML)

E-mail:
info@euromedlab2019barcelona.org

2019 ESP-IUPB World Congress
17tt International Congress on
Photobiology

Fecha: 25 al 30 de agosto 2019
Lugar: Barcelona, Espafia
Organiza: Light & Life

Tel: +34 911 420580

Email: photobiology2019@mci-
group.com

XXIV Congreso Latinoamericano de
Bioquimica Clinica COLABIOCLI 2019
Fecha: 10 a 13 de Setiembre 2019
Lugar: Megapolis Convention Center,
Multicentro Mall, Nivel 9, Avenida
Balboa, Ciudad de Panama

Organiza: Colabiocli

E-mail: conalacpanamalO0@gmail.com

B
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Empresas Auspiciantes

AADEE S.A. Bahia Blanca: Peru 150 - CP: 8000
Av. Triunvirato 4135 5° Piso (1431) Tel. (54 291) 455-1794
Ciudad Auténoma de Buenos Aires Fax. 54-291-451-4416

Biodiagnostico S.A.
Av. Ing. Huergo 1437, PB (1107)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Te: 54-11-4523-4848
Fax: 54-11-4523-2291
www.aadee.com.ar

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Ing. Butty 240, piso 12 (1001)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 5776 7311 / 7315
add_argentina_mkt@abbott.com
www.abbottdiagnostics.com

Abbott Rapid Diagnostics
14 de Julio 616/628
Ciudad de Buenos Aires
Tel: 0800.555.9200
alere.ar@alere.com
www.alere.com

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Av. Libertador 110 P.2 (1638)
Vicente Lopez, Buenos Aires

Tel: (54 11) 4718 7900 - 0800 444 55

BD (23)
crc_argentina@bd.com
www.bd.com

Bernardo Lew e hijos SRL

info@bernardolew.com.ar
www.bernardolew.com.ar
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Buenos Aires: Cbtes. Malvinas 3087
CP: 1427

Tel. (54 11) 4523-9901

Fax. (54 11) 4522-4322

Mendoza: Juan B. Justo 561 - CP: 5500

Tel. (54 261) 425-2002

Fax. (54 261) 425-9966

Neuquén: Castelli 455 - CP: 8300
Tel. (54 299) 442-9888

Fax. (54 299) 447-3556

Santa Rosa: Allem 705 - CP: 6300
Tel/Fax. (54 2954) 41-0011

Trelew: Inmigrantes 557 - CP: 9100
Tel. (54 2965) 42-9790

Fax. (54 2965) 43-4277

BIOARS S.A.

Estomba 961 (1427)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel./Fax (54 11) 4771-7676/ 3783
pl@bioars.com.ar
www.bioars.com.ar

Biocientifica S.A.

Iturri 232 ( 1427)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54-11) 4857-5005

Fax: (54-11) 4857-1004
www.biocientifica.com.ar

Tel/fax: (54 11) 4300 9090
info@biodiagnostico.com.ar
www.biodiagnostico.com.ar

Diagnos Med S.R.L.

Conesa 859 (1426)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4552 2929
info@diagnosmed.com
www.diagnosmed.com

ETC Internacional S.A.

Allende 3274 (1417)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4639 3488 (lineas
rotativas)

Fax: (54 11) 4639 6771
etcventa@etcint.com.ar
www.etcint.com.ar

Gematec S.R.L.

Avalos 3651 (1605)

Munro - Buenos Aires

Tel: (54 11) 4794 7575/ 7676
Fax: (54 11) 4794 3184
info@gematec.com.ar
ventas@gematec.com.ar



Genetrics S.A. - NextLAB

Av. del Libertador 8630 6to piso Of. 1y
2 (1429) Ciudad de Buenos Aires

Tel. (54 11) 5263 0275 rotativo

E-mail: info@nextlab.com.ar

web: www.nextlab.com.ar

JS Medicina Electrénica SRL
Bolivia 460 (1603)

Villa Martelli, Buenos Aires

Tel : 4709-7707 4709-7677 4709-
1131

Fax: 4709-7707
info@jsweb.com.ar
www.jsweb.com.ar

IACA LABORATORIOS

- San Martin 68, Galeria Plaza (8000)
Bahia Blanca - Buenos Aires

Tel: (54 291) 459 9999

Fax: (54 291) 4599996/ 8

- Suipacha 1322 PB “B”

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel/Fax: (54 11) 4327 2602 / 4326 1806
laboratorios@iaca.com.ar
WWwWw.iaca.com.ar

Instrumental Bioquimico S.A.
Venezuela 3755 (1603)

Villa Martelli, Buenos Aires
Tel/Fax: (54 11) 4709 7700
ibsa@instrumental-b.com.ar
www.instrumental-b.com.ar

Laboratorio de Medicina

Olaya 1644 (1414)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11 ) 4514 9370 al 76
info@labmedicina.com
www.labmedicina.com

Laboratorios Bacon
Uruguay 136 (1603)

Villa Martelli, Buenos Aires
Tel: (54 11) 4709 0171

Fax: (54 11) 4709 2636
bacon@bacon.com.ar
www.bacon.com.ar

MANLAB

Marcelo T. de Alvear 2263 (1122)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 6842 1200
derivaciones@manlab.com.ar
www.manlab.com.ar

Meganalizar

Cede Laboratorio:

Montecaseros 2478 (5500) Mendoza
Tel. (54 261) 4373241/42
mega@analizar-lab.com.ar
Administracién:

Belgrano 925 (5500) Mendoza

Tel. (54 261) 4236647/9125/9333
gerencia@abm.org.ar
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Montebio S.R.L.

Vera 575, Ciudad Autonoma de Buenos
Aires

Tel/fax: (54 11) 4858 0636
info@montebio.com.ar
www.montebio.com.ar

ONYVA SRL

Dr. Adolfo Dickman 990/994
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel. (54 11) 5235-3970
ventas@onyva.com.ar
WWW.onyva.com.ar

Siemens Healthineers

Julian Segundo Agliero N° 2830 (1605)
Munro, Buenos Aires

Tel: +54 11 5432 6816
www.healthcare.siemens.com.ar
siemenshealthineers.ar@siemens.com

Stamboulian Laboratorio

Av. Scalabrini Ortiz 676 (1414)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4858-7000
laboratorio@stamboulian.com.ar
www.stamboulian.com.ar

Tecnolab s.a.

Estomba 964 (1427)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel. (54 11) 4555 0010/ 4859 5300
Fax: (54 11) 4553 3331
info@tecnolab.com.ar
www.tecnolab.com.ar
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Rubros

Proveedores generales por especialidades
bioquimicas

Autoinmunidad

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
Bacteriologia

Abbott Rapid Diagnostics
Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Biodiagnostico S.A.
Britania S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Tecnolab s.a.

Biologia Celular

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Biologia Molecular
Abbott Rapid Diagnostics
Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
Laboratorios Bacon S.A.I.C.
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Bromatologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Clinica General

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biodiagnostico S.A.

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Cultivo Celular

ETC Internacional S.A.
Endocrinologia

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.
Biodiagndstico S.A.
Diagnos Med S.R.L.
Laboratorios Bacon S.A.I.C.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Siemens Healtcare
Genética

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Hematologia

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.

Gematec S.R.L.

Instrumental Bioquimico S.A.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.
Histocompatibilidad

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Inmunologia

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Marcadores Neoplasicos

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Micologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biodiagnostico S.A.




Rubros

Parasitologia

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Pediatria y Neonatologia
AADEE S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
Laboratorios Bacon S.A.I.C.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Toxicologia y Forense

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Biocientifica S.A.
Montebio S.R.L.
Tecnolab s.a.

Virologia

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Equipamiento e Insumos para Laboratorios
Acreditacion de Laboratorios
Biodiagnostico S.A.
Agitadores

BIOARS S.A.

ETC Internacional S.A.
Instrumental Bioquimico S.A.
Aparatos de Medicion
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Laboratorios Bacon
Autoanalizadores

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Balanzas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Centrifugas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Citometros

Abbott Rapid Diagnostics
Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Cromatagrafos

Tecnolab s.a.

Coagulémetro

AADEE S.A.

BIOARS S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Cultivos Celulares

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Espectrofotometros

BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Gases en sangre y electrolitos
AADEE S.A.

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Gematec S.R.L.

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Insumos para Laboratorios

AADEE S.A.

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Gematec S.R.L.

Montebio S.R.L.

Laboratorio receptor de derivaciones
IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma 1SO 15.189)
MANLAB

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma IRAM-
NM-1SO 15189:2010 y el estandar MA2 de la
Fundacién Bioquimica)

Meganalizar

Laboratorio receptor de derivaciones en
Biologia Molecular

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma 1SO 15.189)

MANLAB
(Acreditado en Biologia Molecular en



Rubros

Fundacidén Bioquimica Argentina)

Stamboulian Laboratorio

(Laboratorio acreditado bajo la norma IRAM-
NM-1SO 15189:2010 y el estandar MA2 de la
Fundacién Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones en
Inmunologia

MANLAB

Meganalizar

Stamboulian Laboratorio

(Laboratorio acreditado bajo la norma IRAM-
NM-ISO 15189:2010 y el estandar MA2 de la

Fundacidén Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones en
Inmunoserologia

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma I1SO 15.189)

MANLAB
Meganalizar

Stamboulian Laboratorio

(Laboratorio acreditado bajo la norma IRAM-
NM-ISO 15189:2010 y el estandar MA2 de la
Fundacién Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones en
Histocompatibilidad e Inmunogenética

MANLAB

(Laboratorio habilitado segtin Resolucion N2
252-253/12 del INCUCAI, para la Tipificacion
de Receptores y Donantes para Trasplantes de
Organos)

Stamboulian Laboratorio

(Laboratorio acreditado bajo la norma IRAM-
NM-1SO 15189:2010 y el estandar MA2 de la
Fundacidén Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones en
Medicina Genémica

MANLAB

(Acreditado en Biologia Molecular en
Fundacidon Bioquimica Argentina)
Stamboulian Laboratorio

(Laboratorio acreditado bajo la norma IRAM-
NM-I1SO 15189:2010 y el estandar MA2 de la
Fundacidén Bioquimica)

Luminiscencia

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Material Descartable

Becton Dickinson Argentina S.R.L

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Material de Vidrio
Montebio S.R.L.

Material para Electroforesis
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Tecnolab s.a.

MEIA

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Micropipetas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Genodmica - Microarrays
Biocientifica S.A.

ETC Internacional S.A.
Quimioliminiscencia
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Biodiagnostico S.A.
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare
Tecnolab s.a.

Reactivos

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

RIA - IRMA

Diagnos Med S.R.L.
Montebio S.R.L.

Servicio Técnico

Abbott Rapid Diagnostics
BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.
Instrumental Bioquimico S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Software

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Diagnos Med S.R.L.
Genetrics S.A. - NextLAB
Termocicladores
Biodiagnostico S.A.

Test Rapidos

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare
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