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Editorial

  En esta nueva edición de Revista Bioanálisis 
les presentamos una investigación sobre el efecto 
de la borra de café sobre la movilidad y los 
parámetros funcionales de los espermatozoides 
humanos in vitro. Laboratorios MANLAB nos 
acerca una interesante revisión sobre la importan-
cia de los niveles de Dímero D en Covid-19. También 
encontraran un trabajo sobre niveles de Anticu-
erpos Antireceptor de Fosfolipasa A2 en pacientes 
con nefropatía membranosa. 

 La nefropatía membranosa primaria es uno 
de los fenotipos histológicos e inmunohisto-
químicos más frecuentes en los pacientes adultos 
con síndrome nefrótico, por lo que es de suma 
importancia la posible asociación de dichos 
anticuerpos en esta patología. En el área de 
biología molecular una investigación sobre la 
clonación de secuencias de plasmodium para su 
uso como control en el diagnóstico de la malaria. 
Un caso clínico de hiperpigmentación cutánea 
secundaria a déficit de vitamina B12 en un lactante 
es otro de los temas abordados en nuestra revista 
número 110.

 Sin duda tenemos por delante otro año de 
grandes desafíos y estaremos ahí para seguir 
acompañándolos mes a mes.
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Efecto de la borra de café sobre la biológica 
espermática: aproximación in vitro

8

 En el siguiente trabajo se busca establecer los efectos que tiene la borra de café 

sobre la calidad seminal, determinando in vitro los cambios que esta puede generar 

sobre la movilidad y los parámetros funcionales de los espermatozoides humanos.
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� RESUMEN

Objetivo: El objetivo de este trabajo fue establecer 

el efecto de la borra de café sobre la movilidad y los 

parámetros funcionales de los espermatozoides 

humanos in vitro.

Materiales y métodos: La borra de café, un sub-

producto obtenido en establecimientos especiali-

zados en la preparación de café soluble a base de 

grano, se diluyo en tampón fosfato salino y se mez-

cló en proporciones iguales con las muestras de 

semen de 16 voluntarios aparentemente sanos. A 

cada muestra se le determinó el efecto sobre la 

movilidad espermática en función del tiempo (30, 

60, 90 y 120 minutos, n=16) y sobre los parámetros 

funcionales (n=6) por medio de citometría de flujo: 

potencial de membrana mitocondrial, producción 

de especies reactivas de oxígeno y lipoperoxida-

ción de la membrana espermática.

Resultados: La incubación de los espermatozoides 

con la borra de café evidencio un cambio positivo 

en la movilidad espermática. Adicionalmente, la 

incubación con la borra de café incremento signifi-

cativamente el potencial de membrana mitocon-

drial en los espermatozoides.

Conclusión: La borra de café, seguramente debido 

a los compuestos antioxidantes, afecta positiva-
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mente la movilidad espermática aumentando el 

potencial de membrana mitocondrial. Por lo tanto, 

esto es un paso inicial en la búsqueda de un suple-

mento de origen natural que aumente la calidad 

seminal.

Palabras claves: Borra de café, antioxidante, es-

permatozoides, fertilidad, semen. 

� INTRODUCCIÓN

� El café es un producto agrícola con impor-

tancia económica para muchos países, es así como 

para finales de 2018 se exportaron en el mundo 

más de 10 millones de sacos de café siendo Brasil, 

Colombia y Vietnam los tres principales exporta-

dores (1). Esta alta exportación ratifica que la 

compra de café, con el propósito de ser usado 

como una bebida preparada mediante infusión a 

partir del fruto de los cafetos, se ha convertido en 

un elemento indispensable de la canasta familiar 

(2,3).

� El fruto de café pertenece a la familia de 

las rubiáceas de las cuales existen 500 géneros y 

más de 6000 especies (el arábigo, la robusta, el 

liberiano y el excelso entre otras) (4), siendo las 

especies más importantes comercialmente el 

arábigo y la robusta. Todas las especies de café se 

caracterizan por tener más de 1000 sustancias 

químicas, incluyendo: carbohidratos, lípidos, 

compuestos nitrogenados, vitaminas, minerales, 

alcaloides además de compuestos fenólicos 

(3,5,6).

� La robusta se caracteriza por tener el 

fruto de mayor concentración de cafeína, mientras 

que el fruto de la arábica presenta mayor produ-

cción y consumo en el mundo debido segura-

mente al aroma y suave sabor al paladar; sin 

ningún tratamiento el grano de café arábigo posee 

una concentración de cafeína relativamente bajo, 
6entre 0,6 y 1,7% .

� Durante la producción las semillas de café 

pasan por diferentes procesos de madurez, lava-

do, almacenamiento, selección y tostación antes 

de llegar a su presentación final como bebida. El 

proceso de tostación es fundamental y se basa en 

la transformación de los granos de café mediante 

la aplicación de calor generando cambios en el 

color, la forma, el volumen, la masa, la humedad y 

la densidad del grano induciendo variabilidad en 

las concentraciones de ácidos, proteínas, azúcares 

e incluso cafeína (7), modificando el olor y el sabor 

final del producto. En la industria cafetera uno de 

los residuos de mayor producción es la borra de 

café, representa el 10% del peso neto del café 

cosechado, contiene importantes cantidades de 

compuestos orgánicos como ácidos grasos, ligni-

na, celulosa, hemicelulosa e incluso polisacáridos 

los cuales podrían explotarse como fuente de pro-

ductos de valor agregado, incluyendo compostaje 

(8,9), producción de biodiesel, como fuente de 

azúcares, precursor para la producción de carbón, 

e incluso como bioabsorbentes de iones metálicos 

(10).

� El compuesto más importante y recono-

cido del café es la cafeína, un estimulante del 

sistema nervioso central (SNC), con capacidad 

para aumentar las concentraciones de calcitonina, 

relajar los músculos lisos y estimular la frecuencia 
11

cardiaca ; una ingesta moderada de 400 mg/día de 

cafeína no se asocia con ningún efecto adverso 

para la salud(12), solo las mujeres en edad repro-

ductiva y los niños deberían tener restricciones 

para su consumo debido a que existe evidencia 

que demuestra que la ingesta de cafeína durante 

el primer trimestre del embarazo incrementa el 

riesgo de aborto espontáneo (12,13).

� Durante los últimos 50 años el consumo 

de café se ha relacionado con diversos ámbitos de 

la salud debido a la popularidad y a los beneficios 

de su consumo, los efectos que puede generar en 

las personas que lo consumen constantemente se 

han asociado con la prevención de la diabetes 

mellitus tipo 2 (Dm2) (14,15)y el riesgo cardio-

vascular (16, 17). Sin embargo, el consumo de café 

moderado o alto se ha relacionado con un mayor 

riesgo de padecer carcinoma renal (18,19). En 

enfermedades como el Parkinson una taza de café 

al día se encuentra asociada a una reducción del 
 

10% de riesgo a padecerla (20) y con respecto a la 

obesidad los extractos de café verde sugieren un 

beneficio al ser utilizados como suplementos para 

la reducción del peso (21,22).

� Estos estudios que relacionan el café y la 
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cafeína con afecciones como las enfermedades 

cardiovasculares (23,25) , la Dm2 (26, 27) y el 

cáncer (28) presentan resultados contradictorios 

(5,29)debido principalmente al tipo de café utili-

zado, además el consumo de café está estre-

chamente relacionado con otros factores de ries-

go para estas enfermedades como el consumo de 
 cigarrillo (18,20,30), la ingesta de alcohol (30) y el 

sedentarismo (31).

� Desde otra perspectiva, durante los trata-

mientos de reproducción asistida en un estudio 

realizado sobre el impacto que genera la ingesta 

de café diaria en las mujeres danesas durante sus 

tratamientos de fertilidad, se demostró que entre 

una y cinco tazas de café por día, aumentan las 

probabilidades de obtener una resolución exitosa 

(32) y en el ámbito de la fertilidad masculina se 

evidencio que el consumo de más de 272 mg/día, 

está asociado a una menor probabilidad de con-

cebir un bebe vivo (33). En contraste, existe evi-

dencia sobre el efecto negativo del consumo de 

 
café sobre la fertilidad masculina (34) dada la 

característica que posee la cafeína de difundirse 

libremente en el ovario y los testículos humanos, 

esta propiedad fue descrita por Goldstein y Wa-

rren al evaluar testículos de pacientes sometidos a 

orquiectomía bilateral a causa del cáncer de 

próstata, a estos se les administró 1 g de benzoato 

sódico de cafeína 30 minutos antes del procedi-

miento quirúrgico, lo que posteriormente en la 

evaluación de los testículos mostró que la cafeína 

tiene acceso a las gónadas adultas y que logra en 

estos tejidos concentraciones similares a las del 

plasma (35) .

� De otro lado, el estrés oxidativo es un 

fenómeno que se desarrolla cuando la cantidad de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) sobrepasa el 

balance entre la producción y capacitación gene-

rando consecuencias negativas en los procesos 

celulares (36), en los espermatozoides la produ-

cción de ROS se correlaciona negativamente con 

su calidad fisiológica, la formación de los ROS se 
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ha relacionado con la infertilidad, un estudio 

realizado en hombres infértiles ha evidenciado la 

existencia de una mayor cantidad de ROS en estos 

pacientes en comparación con hombres fértiles 

(37) , en adición a estos resultados otras investiga-

ciones han determinado que los pacientes y 

donantes con parámetros normales en la movili-

dad espermática tienen una menor formación de 

ROS respecto a los que presentaban una movili-

dad espermática anormal (38), sin embargo 

niveles bajos de especies reactivas de oxígeno, son 

necesarias para el proceso de capacitación y 

fecundación (39).

� Por lo tanto, el objetivo de este trabajo 

fue establecer los efectos que tiene la borra de 

café sobre la calidad seminal, determinando in 

vitro los cambios que esta puede generar sobre la 

movilidad y los parámetros funcionales de los 

espermatozoides humanos.

� MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras seminales

� Se incluyeron 16 muestras de semen de 

voluntarios aparentemente sanos con una edad 

promedio de 24 años (20 a 28 años), sin hijos, con 

parámetros seminales normales y que no fumaran, 

la muestra seminal fue recolectada mediante 

masturbación después de un periodo de abstinen-

cia sexual de 2 a 5 días y se evaluaron en un máximo 

de 2 horas después de su recolección (40). Cada 

individuo firmó un consentimiento informado 

aprobado por el Comité de Bioética, Facultad de 

Medicina, de la Universidad de Antioquia, después 

de leer y entender el propósito de la investigación.

� A cada muestra de semen se le realizó la 

cuantificación de la movilidad por medio de micro-

scopia a partir del lineamiento establecido por el 

manual de análisis seminal de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS): movilidad tipo I 

(progresiva), movilidad tipo II (no progresiva), 

movilidad total (I+II) y movilidad tipo III (esperma-

tozoides inmóviles).

Incubación directa de los espermatozoides y la 

dilución de la borra de café en PBS

� En viales de 1.5 mL se realizó una dilución 

de los residuos del café seco (borra de café) con 

tampón fosfato salino (PBS, Gibco, Grand Island, 

NY, EE. UU.) a una concentración de 1.5 mg/mL. Se 

preparó una solución madre con el propósito de 

realizar todos los ensayos con similares condicio-

nes y por lo tanto evitar alguna posible variación 

en la borra según la preparación o la temporada de 

preparación. Se preparó una dilución 1:2 de la 

muestra seminal con la borra de café y como 

control negativo la muestra de semen fue diluida 

1:2 con PBS, se incubaron durante 2 horas a 37°C, 

cada 30 minutos se cuantifico al microscopio la 

movilidad espermática por duplicado.

Evaluación de las propiedades funcionales de los 

espermatozoides

6 � Aproximadamente 1 x 10 espermato-

zoides fueron incubados con borra de café y PBS 

durante 60 minutos a una temperatura de 37 °C, 

con el propósito de determinar los parámetros 

funcionales espermáticos mediante citometría de 

flujo: potencial de membrana mitocondrial, produ-

cción de especies reactivas de oxígeno y lipopero-

xidación de la membrana celular.

Evaluación de potencial de membrana mitocon-

drial (PMM)

� Se evaluó usando la tinción con yoduro de 

3,3'-di- hexiloxacarbocianina (DiOC6, Molecular 

Probes Inc., Países Bajos), un colorante lipofílico, 

catiónico y selectivo para mitocondrias de células 

vivas, este se caracteriza por mostrar el estado del 

potencial de la membrana mitocondrial. El yoduro 

de propidio (IP, Molecular Probes Inc., Países 

Bajos) se utilizó como tinción para discriminar los 

espermatozoides necróticos/muertos (37, 41). Los 

datos fueron analizados como el porcentaje de 

espermatozoides vivos con alto y bajo PMM y de 

espermatozoides necróticos/muertos.

Evaluación de especies reactivad de oxígeno 

(ROS)

� Se evaluaron midiendo los niveles intra-

celulares de ROS (H2O2, HO−ONNOO−) espermá-

ticos, utilizando 2',7'-diclorofluoresceína diaceta-

to (DCFH-DA) con IP para excluir los esperma-

>>>
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tozoides necróticos/muertos. Los resultados se 

expresaron como el porcentaje de espermato-

zoides negativos para IP y positivos para DCFH-DA 

molécula de señal permeable no fluorescente, 

altamente sensible a cambios de oxidación/ redu-

cción (41) .

Evaluación de lipoperoxidación de la membrana 

celular (LIPOPX)

� Para evaluar el estado de lipopero-

xidación de la membrana celular espermática se 

usó el colorante BODIPY (581/591) C11 (Molecular-

Probes Inc., Países Bajos) de acuerdo con el 

método propuesto por Aitken et al. (42). Los 

resultados se expresan como el porcentaje de 

espermatozoides que exhiben la respuesta de 

fluorescencia verde.

Análisis estadístico

� Se realizó un análisis descriptivo determi-

nando los valores de media y rango de la movilidad 

espermática evaluada cada 30 minutos durante las 

2 horas de incubación a las que se expusieron los 

espermatozoides a la borra de café. Los resultados 

de citometría de flujo fueron analizados mediante 

el programa FlowJo (TreeStar, Inc. Oregon, USA). 

Adicionalmente, se realizó una prueba Wilcoxon 

para la comparación de los grupos, todas las 

determinaciones se realizaron mediante el progra-

ma estadístico GraphPad Prism 8.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, EE. UU.) y se consideró 

un nivel mínimo de significancia del 95%, valor p de 

0.05.

� RESULTADOS

� El análisis del efecto de la borra de café 

sobre los espermatozoides, fueron divididos 

según el tipo de movilidad I (progresiva), II (no 

progresiva), I+II (movilidad total) y III (inmóviles), 

se compararon en función del tiempo con respec-

to al control negativo.

� Se observaron cambios significativos en 

la movilidad tipo I, I+II y III, en los cuales se 

presenta una disminución de la movilidad en mues-

tras que fueron incubadas sin el estímulo desde los 

30 minutos y un aumento de la movilidad en las 

muestras incubadas con la borra de café (Figura 1 

A-B y Figura 2 A-B). El mayor efecto de la borra de 

café sobre la movilidad tipo I de los espermato-

zoides se observó entre los 60 (49,81 ± 16,51) y 90 

minutos (48,63 ± 12,97) post incubación (Tabla 1), 

en contraste, la muestra control desde los 30 

minutos (38,8 ± 14,98) evidencia un descenso en la 

movilidad espermática, esta tendencia se manifes-

tó de forma significativa entre el control y la borra 

de café en los mismos tiempos para la movilidad 

total y para los espermatozoides inmóviles (Tabal 

1).

 Figura 1. Movilidad espermática tipo I. A. 

Evaluación del efecto de la borra de café (1.5 

mg/mL) en proporción 1:2 sobre la movilidad espe-

rmática tipo I en función del tiempo (30, 60, 90 y 

120 minutos). B. Consolidado de los resultados. 

 Figura 2. Movilidad espermática total. A. 

Resultados del efecto de la borra de café (1.5 

mg/mL) en proporción 1:2 sobre la movilidad 

espermática total en función del tiempo (30, 60, 

90 y 120 minutos). B. Consolidado de los resulta-

dos. 
>>>
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 Tabla 1. Valores consolidados para la 

movilidad espermática. Evaluación en porcentaje 

de la movilidad tipo I, I+II y III de los esperma-

tozoides incubados con la borra de café (1.5 

mg/mL) en función del tiempo. 

� La borra de café incremento el potencial 

de membrana mitocondrial (14.4%) respecto a la 

muestra sin estímulo (7.9%, p=0,03, Figura 3A), no 

obstante, no se encontró una diferencia significa-

tiva en los valores de intensidad media de fluores-

cencia entre estas poblaciones (Figura 3B).

 Figura 3. Pruebas espermáticas funciona-

les. Evaluación del porcentaje de celulas con 

potencial de membrana mitocondrial alto (PMM, 

A, p=0,03) e intensidad media de fluorescencia (B, 

p>0,05). Distribución (C) e histograma represen-

tativo (D) del porcentaje de espermatoozides 

positivos para la lipoperoxidación de la membrana 

espermática (p>0,05). 

� Al evaluar la producción de ROS de las 

muestras seminales no se observaron diferencias 

significativas al comparar los valores obtenidos 

para las muestras con el estímulo en contrapo-

sición a aquellas que no lo tenían (p>0.05, Figura 

3C).

� Finalmente, el estado de la lipoperoxida-

ción de la membrana espermática no evidencio 

alteración en las muestras con el estímulo y aun-

que la diferencia con respecto al grupo control es 

estadísticamente no significativo (p>0,05), las 

muestras con el estímulo si mostraron un menor 

porcentaje (Figura 3C) de espermatozoides con 

lipoperoxidación de la membrana y una menor 

intensidad media de fluorescencia (Figura 3D).

� DISCUSIÓN

� En el presente estudio, se realizó la evalu-

ación in vitro del efecto de la borra de café sobre la 

biológía espermática, los hallazgos de este estudio 

evidencia que la borra de café (1.5 mg/mL) afecta 

positivamente la movilidad.

� La borra de café contiene niveles de 
10

cafeína variables (arábica (0.5%) o robusta (0.2%) , 

existen estudios en los cuales se evidencia que la 

administración oral de 5 mg/kg o 300 mg de 

cafeína induce una concentración plasmática de 10 

µg/mL (43,44), otros demuestran que el consumo 

diario de 240- 300 mg de cafeína es equivalente a la 

ingesta de 3-7 mg de cafeína/kg de peso corporal 

en un adulto (45), Beach et al., evaluaron la 

capacidad que tiene la cafeína de excretarse en el 

semen, comparándolo con las concentraciones de 

cafeína en sangre, evidenciando que la cafeína 

puede equilibrar su concentración entre la sangre 

y los órganos accesorios de la reproducción 

logrando así ser secretada en el eyaculado, a su vez 

determinaron que una dosis de hasta 400 mg de 

cafeína no afectan la concentración, ni el volumen 

espermático (46), el consumo de café/te durante 

las últimas 24 horas antes de la eyaculación en 209 

pacientes evidencio como resultado más significa-

tivo la disminución en la fragmentación de ADN 

espermático (47), además estudios in vitro en 

muestras seminales de jabalí congelados y descon-

gelados por cafeína y adenosina, demostraron que 

la cafeína incrementa la incidencia de penetración 

al oocito, también se evidencio que la cafeína 

logro un efecto mucho mayor en la capacitación 

de los espermatozoides y permitió la reacción 

>>
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acrosómica espontanea (48).

� La cafeína es un compuesto que se encu-

entra además del café, en él te, las bebidas 

carbonatadas, medicamentos no prescritos y 

otros alimentos (cacao, helado y tortas). La cafe-

ína cruza con facilidad las membranas biológicas 

(gastrointestinal, hematoencefálica y place-

ntaria) lo que le permite distribuirse rápidamente 

por todo el cuerpo (49), además cuenta con la 

capacidad de hidrolizar las grasas logrando 

producir ácidos grasos libres y de inhibir la 

lipoperoxidación que se da por medio de los 

radicales hidroxilo (OH), peróxidos (ROO) y 

moléculas de oxígeno en estado de excitación 

(oxigeno singlete) (49, 52). El café también cuenta 
 con componentes como el ácido clorogénico el 

cual se encuentra conformando entre 70-350 mg 

de una taza de café de 200 mL de los cuales son 

absorbidos en el intestino alrededor del 33% 

(53,54), este compuesto cuenta con gran capaci-

dad antioxidante en todas las presentaciones de 

producción como el café verde, tostado y subpro-

ductos relacionados (pulpa, mucilago, pergamino 

y borra) (54).

� La borra se obtiene a partir de la prepara-

ción del café soluble y representa la parte inso-

luble del grano de café tostado que en la actuali-

dad se presenta como un problema de contamina-

ción para la industria cafetera difícil de ser degra-

dado y que necesita de mucho tiempo para ser 

eliminado parcialmente por la acción microbiana 

(55), por esta razón se han estudiado posibilidades 

en la utilización de la borra de café para la produ-

cción de biocombustibles, de proteínas y hongos 

comestibles, además de variables como medio 

para la elaboración de papel (55) y basados en los 

resultados de este estudio como un activador de 

espermatozoides humanos.

� En cuanto a utilidades dirigidas al ámbito 

de la salud no existe evidencia científica que mues-

tre la implementación de la borra de café, sin 

embargo, investigadores como Félix O et al., han 

demostrado al valorar la actividad antioxidante y 

el contenido de metabolitos antioxidantes en 

muestras de café pergamino tipo Arábica, que en 

el proceso de tostación de grado medio se da un 

aumentó en el contenido de metabolitos secunda-

rios como fenoles y flavonoides, además de 

aumentar la actividad antioxidante (56) , con esta 

misma idea Fonseca García L et al. al evaluar la 

capacidad antioxidante y el contenido de fenoles 

totales en café y subproductos del mismo, han 

obteniendo en muestras comerciales y muestras 

sin tostar registros positivos de fenoles totales y 

capacidad antioxidante (57), así mismo en un 

estudio publicado en 2013 en el cual se buscaba 

recuperar antioxidantes naturales de la borra de 

café, se determinó que todos los residuos recolec-

tados mostraban grandes cantidades de fenoles 

totales y una alta capacidad antioxidante en 

extractos que usaron como disolvente el etanol 

(58), por el contrario, el incremento de la tempera-

tura y el tiempo por encima del grado medio en el 

proceso de tostión genera un efecto negativo 

sobre la actividad antioxidante, esto se evidencio 

en la demostración de Bernard A. Goodman et al., 

el cual expone el café instantáneo a unas tempera-

turas de 27-77 °C otorgándole características pro-

oxidantes que le permiten comportarse como 

fuente de radicales libres para la molécula de ácido 

ascórbico (59).

� Los cambios significativos observados en 

el presente estudio sobre la movilidad espermá-

tica pueden obedecer a la existencia de concentra-

ciones altas de antioxidantes en la borra de café, 

según el estudio realizado por B. Rodríguez-

Alonso et al., sobre 78 muestras seminales eviden-

cio que en todas aquellas que contenían un nivel 

elevado de estrés oxidativo se presentó un incre-

mento en la fragmentación del ADN espermático 

con una progresión de 2.5% por cada hora 

transcurrida en comparación con las muestras que 

tenían una estabilidad en la fragmentación del 

ADN(60), el estrés oxidativo altera la capacidad 

fecundante, y los antioxidantes contrarrestan el 

efecto nocivo de los radicales (61) .

� El estrés oxidativo se genera cuando los 

niveles de ROS exceden la capacidad antioxidan-

te, aunque las ROS tienen un papel primordial 

durante una seria de eventos espermáticos, su 

aumenta afecta la calidad seminal, causando 

infertilidad (36,62,63). El aumento del estrés oxi-

dativo resulta en la alteración de las características 

espermáticas al inducir la peroxidación lipídica de 

la membrana plasmática de los espermatozoides, 
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la oxidación de espermatozoides cruciales proteí-

nas y fragmentación del ADN espermático, lo que 

lleva a la infertilidad masculina (64-66).

� Reciente dos trabajos publicados por dos 

de los grupos más prestigiosos en los antioxidan-

tes y la fertilidad (67,68), confirman el papel 

importante que juegan los antioxidantes. El profe-
 sor Aitken (67) reafirma la importancia de contro-

lar el estrés oxidativo en múltiples eventos, incluso 

algunos de estilo de vida modificables, lo cual 

permitir repercutir positivamente sobre la calidad 

seminal, mientras que el otro grupo demuestra 

que el tratamiento con antioxidantes durante tres 

meses mejora la calidad seminal, parámetros 

convencionales y funcionales, en hombres con 

infertilidad idiopática (68).

� Finalmente, en los espermatozoides las 

mitocondrias son orgánulos de mucha importan-

cia, tienen como función principal el producir ATP 

(69), daños en su estructura se relacionan con una 

disminución drástica de la movilidad espermática 

(70), algunos de estos daños se relacionan con la 

producción de ROS (71), en el presente estudio se 

observó que los espermatozoides que se encon-

traban con el estímulo de la borra de café presen-

taron un mayor PMM lo que sugiere que los extra-

ctos de borra de café generan una mayor actividad 

mitocondrial esto viéndose reflejado en el aumen-

to de la movilidad espermática tipo I y I+.

� CONCLUSIONES

� La borra de café, seguramente debido a 

los compuestos antioxidantes, afecta positiva-

mente la movilidad espermática aumentando el 

potencial de membrana mitocondrial. Por lo tanto, 

esto es un paso inicial en la búsqueda de un suple-

mento de origen natural que aumente la calidad 

seminal in vitro.
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Importancia de los niveles de 
Dímero D en Covid-19

 En la infección por Covid-19 se observa una elevación pronunciada de los valores 

de DD. Recientemente, se propuso establecer una serie de estadios clínicos en relación 

con las anormalidades observadas en coagulación. En la siguiente revisión presentada 

por laboratorios MANLAB se aborda la importancia de los niveles de Dímero D en 

Covid-19.
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� La infección por el nuevo coronavirus a 

fines del año 2019 (Covid-19) rápidamente se 

convirtió en pandemia y produjo un gran desafío 

tanto en al manejo clínico del número creciente de 

infectados como en el conocimiento de la pato-

genia de la infección. Se caracteriza por un síndro-

me respiratorio agudo severo que se conoce con la 

sigla SARS-CoV2. Tiene un periodo de incubación 

de 2-14 días y la mayor carga viral se ha detectado 

en el día 10. El Covid-19 se une al receptor ACE-2 

(enzima convertidora de angiotensina) a través de 

algunas de las glicoproteínas presentes en el exte-

rior del virus y de esa manera logra la internali-

zación en una amplia variedad de células (1-3).

Aspectos generales de la asociación coagula-

ción/Covid-19

� Desde los primeros estudios en China se 

han reportado anormalidades en el sistema de 

hemostasia asociadas a la falla respiratoria y poste-

rior muerte (3). En pacientes con infección en 

etapa severa se han encontrado además fenóme-

nos tromboembólicos asociados a la coagulopatía 

por Covid-19. Los cambios observados se asemejan 

a lo detectado en otras infecciones y se conocen 

como coagulación intravascular diseminada (CID) 

o microangiopatía trombótica (TMA). Sin embar-

go, en esta infección los cambios hemostáticos 

son diferentes a lo reportado clásicamente en CID 

o TMA (4,5).
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� Hubo varias teorías al respecto, pero el 

consenso general es que la coagulopatía es debida 

a los cambios inducidos por la intensa inflamación 

y la injuria endotelial. Como resultado de la injuria 

se liberan grandes cantidades de factor von Wille-

brand y activadores de fibrinolisis desde el endo-

telio.

� En la Tabla 1 se resumen los principales 

cambios hemostáticos en pacientes que sobre-

viven o no a la infección por Covid-19. Se observa 

una frecuencia de trombocitopenia leve mucho 

mayor en los no sobrevivientes al igual que un 

descenso en el porcentaje del tiempo de protrom-

bina (TP). Un hallazgo muy frecuente y signifi-

cativo es el incremento exagerado de fibrinógeno 

en plasma tanto en los que sobreviven como en los 

que no. Esto es un marcador de la excesiva 

inflamación observada en Covid-19 y un reactante 

de fase aguda mediada por los niveles muy 

elevados de interleuquina 6 (IL-6). En pacientes 

que terminan en muerte se ha observado en un 

pequeño porcentaje una disminución de fibrinó-

geno en los días previas al desenlace fatal.

 Tabla 1. Principales anormalidades de 

coagulación en infección por Covid-19

� Quizás el marcador más significativo es la 

elevación del dímero D (DD). Cerca del 50% de 

pacientes con Covid-19 tienen altos valores de DD. 

Mas aun, los niveles extremadamente altos se 

asocian con la necesidad del uso de respiradores y 

de muerte (6).

Formación fisiológica de DD

� En la Figura 1 se muestra un esquema bási-

co de la generación fisiológica de DD en sangre. 

Como resultado de la activación de coagulación se 

genera trombina que actúa sobre las moléculas de 

fibrinógeno (dominios D-E-D) circulante liberando 

secuencialmente los fibrinopéptidos A y B forman-

do monómeros de fibrina soluble. En presencia de 

factor XIII activado (también activado por trombi-

na) esos monómeros de fibrina soluble se interco-

nectan por la acción catalítica del factor XIIIa y 

generan fibrina insoluble (malla de fibrina). Simul-

táneamente con la activación de coagulación se 

produce más lentamente la activación del sistema 

de fibrinolisis y a partir del plasminógeno se genera 

plasmina que degrada proteolíticamente la fibrina 

en productos como DD y otros productos de 

degradación de la fibrina (PDF).

 Figura 1. Generación fisiológica de dímero 

D en hemostasia

Vías de formación de DD en Covid-19

� En el contexto de la infección por Covid-19 

la elevación tan pronunciada de los valores de DD 

se piensa que resulta de la interconexión entre 

inflamación y coagulación (Figura 2) (4). Como 

mencionamos recién el DD puede resultar de la 
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previa generación de trombina y formación de 

fibrina que termina en la activación de fibrinolisis y 

generación de varios productos de degradación de 

la fibrina (entre ellos DD). Hay evidencia que 

favorece esta vía de formación de DD como la 

coagulopatía que se observa con leve disminución 

del recuento plaquetario y la prolongación del 

tiempo de protrombina. Sin embargo, el score 

clínico de CID no muestra un fenómeno de CID a 

pesar de los niveles muy altos de DD. El Covid-19 

tiene capacidad de activar monocitos y como 

resultado se liberan grandes cantidades de citoqui-

nas que estimulan los neutrófilos, linfocitos, pla-

quetas y células endoteliales. Estas células activa-

das expresan en superficie factor tisular y fosfati-

dilserina iniciando la activación del sistema de 

coagulación.

 Figura 2. Causas del incremento muy ele-

vado del DD en la infección Covid-19

� La otra vía de generación de DD se relacio-

na a la tormenta de citoquinas generada por el 

Covid-19 como resultado de la intensa reacción 

inflamatoria a nivel pulmonar (Figura 2). Esto 

deriva en una incontrolable activación de macrófa-

gos, linfocitos y neutrófilos. El daño endotelial es 

muy intenso y es responsable de la trombosis 

microvascular en los pulmones. El organismo 

reacciona en forma defensiva a la formación de 

trombos a través de una extrema acción fibrinolí-

tica. El tejido pulmonar tiene una gran capacidad 

fibrinolítica (a través del activador tisular del 

plasminógeno). De tal manera que se genera DD 

en niveles extremos que son liberados y detecta-

dos en circulación sanguínea. Habiendo pasado 

unos meses desde el comienzo de esta pandemia, 

hay consenso que la trombosis pulmonar asociada 

a la coagulopatía en esta infección viral se conside-

ra un fenómeno de inmunotrombosis (trombosis 

secundaria a inflamación). La CID clásica no es 

típica en Covid-19 y solamente se observa en eta-

pas terminales con fallo multiorgánico (7).

� Desde los primeros reportes fue evidente 

la clara alteración de ciertos parámetros de 
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laboratorio en pacientes infectados con Covid-19. 

Entre ellos el incremento sostenido de DD fue 

observado en todos los estudios publicados.

� En un estudio clínico en China evaluando 

41 pacientes internados con Covid-19 confirmado 

se observó que los valores de DD eran cerca de 5 

veces más altos en aquellos con mayor severidad 

en la patología. El rango obtenido era de 0.6–14.4-

mg/L (mediana de 2.4mg/L) en pacientes severos 

respecto a 0.3–0.8mg/L (mediana de 0.5mg/L 

p<0.005) en pacientes no severos (2). Tang y col (3) 

evaluaron 183 pacientes y detectaron un incre-

mento de cerca de 3.5 veces mayor en pacientes 

con infección severa (mediana de 2.12mg/L) respe-

cto a aquellos no severos (mediana de 0.61mg/L, 

p< 0.001). Otro estudio de China (8) encontró que 

en pacientes que fallecieron los niveles de DD 

fueron 9 veces mayores que en los sobrevivientes 

(mediana 5.2mg/L, rango: 1.5–21.1mg/L vs mediana 

0.6mg/L, rango: 0.3–1.0mg/L, p< 0.001).

� En un análisis estadístico de los estudios 

publicados se confirmó que los niveles de DD son 

claramente mayores en pacientes con la forma 

severa de la infección con Covid-19 que en aquellos 

pacientes con formas leves de la infección (9). Por 

lo tanto, se considera que la evaluación de este 

marcador DD se relaciona con la evolución de la 

enfermedad. En la Figura 3 se muestra la evolución 

de distintos parámetros de laboratorio en este 

tipo de pacientes. El grafico muestra tres etapas: 

viremia, aguda y severa/recuperación. Se puede 

observar que en pacientes severos (parte A) la 

carga viral se incrementa en forma sostenida en las 

3 etapas al igual que los marcadores inflamatorios 

(ej IL-6) y los valores de DD plasmático. En cambio, 

en pacientes recuperados (parte B) tanto la carga 

viral como los marcadores inflamatorios y DD 

alcanzan su pico en la etapa aguda, pero disminu-

yen significativamente en la etapa de recupera-

ción.

 Figura 3. Comportamiento de ciertos 

parámetros de laboratorio en las tres fases de la 

infección. (A) pacientes severos, (B) pacientes con 

recuperación

� Recientemente, se propuso establecer 

una serie de 3 estadios clínicos en relación con las 

anormalidades observadas en coagulación en 

infección con Covid-19 (10). La misma sería útil para 

clasificar a los pacientes en relación con la 

fisiopatogenia y la terapéutica a utilizar. En el 

estadio 1 donde se encontrarían los pacientes 

internados con sintomatología leve o en domicilio, 

los niveles de DD pueden estar normales o 

elevados hasta 2-3 veces el nivel normal con 

recuento de plaquetas y TP normales. A nivel 

pulmonar podría haber solamente microtrom-

bosis en el parénquima y quizás no se detecte por 

estudios de imágenes. Se recomienda que en este 

estadio los individuos sean evaluados diariamente 

en los tres parámetros mencionados en la Figura 4. 

En el estadio 2 los pacientes tendrían mayor sinto-

matología correspondiente a microtrombosis mas 

extensa en los pulmones que son detectados en 

estudios de tomografías computadas. Los niveles 

de DD serian mayores que en la etapa 1 en el rango 

de 3-6 veces sobre el valor normal. Además, el 

recuento de plaquetas y el TP se encuentran 

levemente alterados. La etapa crítica con interna-

ción en terapia intensiva correspondería al estadio 

3 con trombosis pulmonar mucho mas extensa y 

trombosis sistémica acompañada o no por CID. 

Los parámetros de laboratorio están mucho más 
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alterados con niveles de DD mayores a 6 veces 

sobre el nivel normal. Esta propuesta requiere 

validación en otros trabajos pero es un avance 

importante en la estratificación de pacientes con 

Covid-19.

                  Figura 4. Propuesta de estadios clínicos 
en relación con las anormalidades en coagulación 
y Covid-19. Estadio 1 (microtrombos en parén-
quima pulmonar), estadio 2 (microtrom-bos en 
mayor extensión) y estadio 3 (trombosis sisté-
mica)
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Niveles de Anticuerpos Antirreceptor de
Fosfolipasa A2 en Pacientes con Nefropatía 
Membranosa y Síndrome Nefrótico

 La nefropatía membranosa (NM) primaria es el fenotipo histológico e 

inmunohistoquímico más frecuente en los pacientes adultos no diabéticos que se 

presentan con un síndrome nefrótico idiopático. En el siguiente artículo se evalúan los 

niveles de Anticuerpos Antirreceptor de Fosfolipasa A2 en Pacientes con Nefropatía 

Membranosa y Síndrome Nefrótico.
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� RESUMEN

Introducción: La nefropatía membranosa primaria 
es uno de los fenotipos histológicos e inmuno-
histoquímicos más frecuentes en los pacientes 
adultos con síndrome nefrótico. Con la identifica-
ción del anticuerpo del receptor tipo M de la 
fosfolipasa A2 (PLA2R), la detección del Anti-PLA2 
en suero cambió el enfoque diagnóstico, el control 
de la eficacia terapéutica y el seguimiento evoluti-
vo de esta nefropatía. En la mayoría de las series 
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alrededor de un 70% de los pacientes vírgenes de 
tratamiento con nefropatía membranosa en activi-
dad son positivos para este anticuerpo.

Objetivo: Nuestro objetivo fue determinar el nivel 
de anticuerpo en los pacientes con nefropatía 
membranosa y en los pacientes con síndrome 
nefrótico.

Material y métodos: Estudio retrospectivo y 
observacional en donde se evaluaron 101 pacientes 
(86 nefropatías membranosas confirmadas por 
biopsia renal y 15 sin diagnóstico anatomopato-
lógico) a quienes se les realizó medición de Anti-
PLA2R. Analizamos datos demográficos, de labo-
ratorio (creatinina, albúmina, proteinuria), histo-
patología renal y tratamientos instaurados. Divi-
dimos a los pacientes con nefropatía membranosa 
confirmada por biopsia de acuerdo al resultado del 
Anti- PLA2 en 2 grupos: Positivos a los que presen-
taban un valor igual o> a 20 U/ml y los negativos 
(n=56) igual o < a 14 U/ml. Descartamos a los 
pacientes con resultado dudoso. 

Resultados: En los pacientes que tenían biopsia 
renal con patrón de nefropatía membranosa el 
dosaje de Anti-PLA2R fue positivo en el 29% (n=25) 
de la muestra total, dudoso en 5,8% (n=5) y nega-
tivo en 65,2% (n=56), mientras que solo 1 de los 15 
pacientes que cursaban síndrome nefrótico sin 
diagnóstico anatomopatológico fue positivo para 
Anti-PLA2. El dosaje de Anti- PLA2 fue positivo en 
el 47,7% en un subgrupo de pacientes (n=35) que se 
realizó el dosaje no más de 6 meses posteriores a la 
biopsia renal. No encontramos diferencias signifi-
cativas entre los grupos de Anti- PLA2R positivos 
(n=25) y negativos (n=56) en cuanto a edad, sexo, 
valor de albúmina, creatinina plasmática y protei-
nuria.

Conclusiones: En nuestra muestra obtuvimos bajo 
porcentaje de positividad para Anti- PLA2R com-
parado con lo reportado en la literatura. El dosaje 
de Anti- PLA2R debería ser efectuado al comienzo 
de un síndrome nefrótico, previo a cualquier 
tratamiento para determinar la necesidad de biop-
sia renal o con el resultado de la misma para 
determinar si se trata de una forma primaria o 
secundaria y evaluar la respuesta a fármacos o a 
una conducta de “vigilancia activa”.

Palabras Clave: nefropatía membranosa; síndro-
me nefrótico; dosaje de anti-PLA2R; anticuerpo 
antifos- folipasa A2; anti-PLA2R

� INTRODUCCIÓN

� La nefropatía membranosa (NM) primaria 
es el fenotipo histológico e inmunohistoquímico 
más frecuente en los pacientes adultos no diabéti-
cos que se presentan con un síndrome nefrótico 
idiopático. Si bien el rango etario de presentación 
es amplio, tiene una incidencia pico en la quinta y 
sexta década de la vida, su curso clínico es variable 
y su pronóstico incierto. Un tercio puede presentar 
remisión espontánea sin recibir tratamiento algu-
no, otro tercio persiste estable a lo largo del tiem-
po, y el tercio restante deteriora la función renal 
hasta alcanzar el estadio 5 (tasa de filtración 

2
glomerular < 15 mil/min/1,73 m ) de la enfermedad 
renal crónica (ERC) en el lapso de 5 a 15 años.

� Su característica distintiva en la micros-
copía óptica, de la cual deriva el término “membra-
nosa”, es el engrosamiento de la membrana basal 
glomerular debido a depósitos ubicados  entre la 
lámina rara externa de la membrana basal glome-
rular y los podocitos y por la expansión de matriz 
entre estos depósitos inmunes. Las formas 
primarias o idiopáticas constituyen el 80% de los 
casos e históricamente no han tenido una etiop-
atogenia identificable, mientras que las formas 
secundarias lo son a enfermedades autoinmunes, 
infecciosas, neoplásicas, o por exposición a fárma-
cos.

� Si bien en el modelo experimental, la 
nefritis de Heymann, la naturaleza del antígeno 
blanco en los inmunocomplejos formados in-situ 
era bien conocido, la megalina, su caracterización 
en la NM humana resultó esquiva para los nume-
rosos grupos que la intentaron hasta que Debiec y 

(1) Ronco identificaron al complejo formado por la 
endopeptidasa neutra y el aloanticuerpo sintetiza-
do por la madre en casos en los que ésta por ser 
genéticamente deficiente en esta proteína sinteti-
zaba intraútero anticuerpos dirigidos contra la 
endopeptidasa neutra fetal, un fenómeno extre-
madamente infrecuente, induciendo un síndrome 
nefrótico análogo a la NM experimental.

� Este hallazgo marcó el comienzo de una 
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nueva era. Fue así que, en el año 2009, el labora-
torio de David Salant en Boston y, en 2014, este 
mismo grupo, con la participación del grupo de 
Lambeau en Niza y de Stahl en Hamburgo, 
lideraron la identificación de dos antígenos, el 
receptor tipo M de la fosfolipasa A2 (PLA2R), 
Dosaje de Anti-PLA2 en Argentina que representa 
aproximadamente el 70% de los pacientes con NM 
y la trombospondina tipo 1 con contenido de 7 A 

(2-3) 
(TH D7A) entre 1-5% de los pacientes. Reciente-
mente, se descubrió otro antígeno proteína tipo 1 
del factor de crecimiento epidérmico neural (NELL 
1) que también definirá un tipo diferente de NM 

(4)
primaria.

� Las descritas anteriormente son glicopro-
teínas de transmembrana expresadas por el 
podocito. Se desconocen hasta ahora los factores 
que gatillan la respuesta inmune. Esta proporción, 
en especial el 70% vinculable a anti-PLA2R, es 
bastante constante en los distintos grupos étnicos 
estudiados que no han recibido tratamiento aún, 

(5) 
con la posible excepción de los japoneses en los 

que parece estar más cercano al 50%.

� Los anticuerpos, en general de la subclase 
IgG4, son detectables en el suero de los pacientes y 
reconocen un solo epítopo sensible, exclusiva-
mente en condiciones reductoras, es decir, de 

(6) 
captación de electrones. El antígeno forma parte 
de los depósitos granulares de la NM, aun en los 
pacientes seronegativos en los que este sistema 
antígeno-anticuerpo es responsable, y su presen-
cia puede ser determinada en el tejido obtenido 
por biopsia renal.

� Estos estudios han resultado cruciales 
para una mejor caracterización de los adultos con  
un síndrome nefrótico vinculable a un fenotipo 
membranoso, el énfasis con que debe efectuarse 
el tamizaje buscando tumores, la probabilidad alta 
o baja de una remisión espontánea, la respuesta 
serológica a la terapéutica instituida, la anticipa-
ción de una respuesta clínica (descenso de la 
proteinuria y ascenso de la albúmina sérica) antes 
de que estos cambios se produzcan, la probabili-
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dad de una recurrencia y de la reaparición de la 
enfermedad en el trasplante renal. Así entonces el 
anti-PLA2R constituye un biomarcador simple, 
disponible comercialmente y de gran utilidad prác-

(7-8)tica. 

� Si bien los estudios originales utilizaron 
técnicas de Western Blot e inmunofluorescencia, 
más recientemente una determinación, basada en 
la técnica de ELISA o enzimoinmunoensayo (Ensa-
yo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas), ha 
sido aprobada por la Food and Drug Administra-
tion (FDA) de los EE.UU. y permite detectar a los 
pacientes con actividad en quienes los inmuno-
complejos PLA2R-Anti- PLA2R participan de su 
patogénesis. Si bien se ha señalado que existen 
pacientes clínicamente en remisión que no tienen 
anticuerpos circulantes pero que el antígeno sí 
está presente en el tejido obtenido por biopsia y 
también, hay pacientes activos, es decir nefróti-
cos, seronegativos que no obstante muestran 
tinción positiva para el antígeno en la biopsia- tal 
vez por atrapamiento en el tejido blanco y que más 
tarde se tornan seropositivos.

� Esta prueba de laboratorio es muy especí-
fica (> 90%) pero no es tan sensible (70%) para NM. 
Debe mencionarse que un cierto porcentaje de los 
pacientes con NM vinculables a hepatitis B, 
hepatitis C y sarcoidosis son positivos para Anti- 
PLA2R. No se detectaron anticuerpos en otras 

(9-10)
glomerulopatías.

� El objetivo del presente estudio fue 
analizar la experiencia recogida en un solo Centro 
de Argentina relativa a algunos aspectos vincula-
dos con el uso clínico del anticuerpo anti-PLA2R, a 
saber:

� Determinar los niveles de anti-PLA2R en 
pacientes con NM en la biopsia renal en diferentes 
estadios de su evolución.

� Determinar los niveles de anti-PLA2R en 
pacientes en proceso de estudio de un síndrome 
nefrótico previamente a la realización de una 
biopsia renal.

� Correlacionar los niveles de anti- PLA2R 
con variantes del fenotipo histológico, presenta-
ción clínica original y la situación clínica en el 

momento de la determinación.

� Correlacionar los cambios en los niveles 
de anticuerpos con la respuesta terapéuticas 
observadas con el tratamiento.

� Determinar los niveles de anti-PLA2R en 
pacientes con NM lúpica y otras glomerulopatías.

� MATERIAL Y MÉTODOS

� Es un estudio observacional, descriptivo, 
retrospectivo de corte transversal donde se anali-
zaron 169 sueros de pacientes que presentaban 
NM confirmada por biopsia renal o tenían un 
síndrome nefrótico en estudio sin biopsia realiza-
da. La determinación de anticuerpos se realizó 
entre el 1° de julio del 2015 y el 1° de noviembre del 
2018. Los pacientes incluidos consultaron en 
nuestra Institución o fueron derivados de varios 
hospitales públicos y privados de Argentina para la 
realización  del dosaje de anti-PLA2R. Obtuvimos 
datos clínicos en 101 pacientes (59,7%). Se analiza-
ron datos demográficos, de laboratorio, resulta-
dos de la histopatología renal, tratamiento recibi-
do y la respuesta al mismo, presencia de recaídas y 
su evolución. Dividimos a la población de estudio 
en 2 grupos de acuerdo al valor de anti-PLA2 en 
positivos y negativos.

� Las muestras se procesaron por medio  de 
un equipo de enzimo inmunoensayo comercial 
(ELISA; Euroimmun) de acuerdo a las instruccio-
nes provistas por el fabricante. Los sueros fueron 
diluidos 1:100 se incubaron 30 min. En micro placas 
cubiertas con PLA2R junto con los calibradores y 
controles positivo y negativo. Los anticuerpos se 
detectaron por la incubación de una anti IgG 
humana conjugada con peroxidasa de rábano 
(HRP) que reconoce todas las subclases de IgG. De 
acuerdo con las especificaciones del fabricante y 
con las pautas que surgen de la literatura en este 
tema se consideraron positivas todas las muestras 
iguales o mayores a 20 U/ml, negativas aquellas 
con valores < a 14 U/ml y dudosas aquellas con 
valores entre 15 y 19 U/ml.

Análisis estadístico

� Todos los resultados son expresados 
como media y desviación standard y/o mediana 
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con su rango intercuartílico (percentil 25-75) según 
corresponda y las variables categóricas como 
porcentajes. Utilizamos T test o Mann Whitney 
para comparar variables continuas y Chi cuadrado 
para las categóricas entre los grupos con anti-
PLA2R positivos y negativos. Para analizar la 
relación entre anti-PLA2R y proteinuria utilizamos 
correlación bivariada de Pearson. La asociación 
con p=< 0.05 fue considerada estadísticamente 
significativa.

� RESULTADOS

� La edad media fue 53 años, 62,4% eran de 
sexo masculino, la creatinina al momento del 
estudio fue de 1(0.8-1.5) mg/dl, la albúmina sérica 
fue 2.84 g/dl y la proteinuria de 24 horas fue 4 (3.5- 
10) g/24 horas (Tabla 1). El 38,6% (39/101) fueron 
asistidos en el Centro de Educación Médica e 
Investigaciones Clínicas Norberto Quirno (CEMI-
C), mientras que 61,4% fueron derivados solo para 
realizar el dosaje de anti-PLA2R y eran seguidos en 
otra Institución. La manifestación inicial de la 
enfermedad se detalla en la (Tabla 2). De los 101 
pacientes sobre los que dispusimos la información 
necesaria, 86 tuvieron una biopsia renal compa-
tible con NM y 15 pacientes estaban siendo 
estudiados por síndrome nefrótico a los cuales se 
les solicitó el dosaje de anti-PLA2R. (Diagrama 1)

 Tabla 1. Datos demográficos y de labora-
torio

 Tabla 2. Fenotipo Inicial de presentación: 
(n=101)

� De los pacientes que tenían biopsia renal 
(n=86): 70 pacientes presentaban un fenotipo 
histológico de NM en la microscopía óptica, con 
depósitos granulares epimembranosos de IgG (es 
decir el patrón típico y esperable en las formas 
idiopáticas o primarias), 6 pacientes mostraron 
NM con algunas características inmunohisto-
químicas atípicas (depósitos mesangiales, depósi-
tos de IgA, C3 y C1q: 6,9%); 5 pacientes tenían NM 
lúpica y 5 pacientes tenían recidiva de una NM en 
un trasplante renal. (Gráfico 1)

 Diagrama 1. Flujo de los pacientes que se 
realizaron una biopsia y los pacientes que tenían 
un síndrome nefrótico y se realizaron biopsia en 
diferido

 Gráfico 1. Descripción de anatomía patoló-
gica, en los pacientes con biopsia renal, con patrón 
morfológico de NM
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� Respecto del tratamiento de los pacien-
tes que tenían NM confirmada por biopsia (n=86) 
el 23,4% (n=20) recibía tratamiento conservador sin 
haber sido tratado con inmunosupresión; el 38,5% 
(n=33) había recibido tratamiento con ciclofosfa-
mida y esteroides en meses alternos durante 6 
meses, el 16,3% (n=14) recibió un inhibidor de la 
calcineurina (ciclosporina o tacrolimus), 2,3% (n=2) 
recibió tratamiento con clorambucilo y esteroides 
en meses alternos (ambos esquemas propuestos 

(15) por Ponticelli, conocidos por el epónimo); 5,8% 
(n=5) esteroides solos; 3,4% (n=3) rituximab, un 
paciente recibió hormona adrenocorticotropa 
(ACTH) subcutánea, 3 pacientes recibieron mico-
fenolato mofetil, tacrolimus y esteroides, y 5 paci-
entes recibieron MMF y esteroides. La evolución 
luego del primer tratamiento se ilustra en el 
Gráfico 2 y en la Tabla 3.

 Tabla 3. Primer tratamiento realizado a los 
pacientes con NM confirmados por biopsia (n=86)

 Gráfico 2. Evolución luego del primer tra-
tamiento
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� De esta cohorte de pacientes con NM 
estudiada 26,7% (n=23) presentaron una recaída en 
algún momento de su evolución. En cuanto al 
tratamiento de las recaídas solo obtuvimos datos 
de 20 pacientes.(Tabla 4)

 Tabla 4. Tratamiento de recaídas (n=20)

� El dosaje de anti-PLA2R realizado a nues-
tra cohorte de 86 pacientes con NM fue procesado 
en diferentes momentos de la evolución de la 
enfermedad. La mediana del tiempo entre el 
primer dosaje de anti-PLA2R y la biopsia fue de 12,1 
(2,8-45) meses. El mismo fue positivo en el 29% 
(n=25), dudoso en 5,8% (n=5) y negativo en 65,2% 
(n=56). La media y mediana del título de anticuer-
pos anti-PLA2 fueron de 81,14 ± 250 UI/ml y 3 (2-31) 
UI/ml, respectivamente.

� En el grupo de pacientes con síndrome 
nefrótico en estudio un paciente fue positivo y el 
resto tuvieron un dosaje negativo (n=14).

� Dividimos a los pacientes en 2 grupos de 
acuerdo al resultado de Anti-PLA considerado 
positivo o negativo. No encontramos diferencias 
significativas entre ambos en cuanto a edad, sexo, 
valor de albúmina, creatinina plasmática y protei-
nuria (Tabla 5). Tampoco encontramos diferencias 
en cuanto al fenotipo de inicio de la enfermedad 
(dato no mostrado). En cuanto a la histología 
tampoco encontramos diferencias significativas. 

� Seleccionamos un subgrupo de pacientes 
cuyo primer dosaje de anti-PLA2R fue efectuado 
dentro de los 6 meses de realizada la biopsia. En 
este grupo (n=35) observamos que el dosaje fue 
positivo el 45,7% (n=16) y negativo en 54,3% (n=19). 
La proteinuria media fue 7,7 y 9 g/24 horas en los 
positivos y negativos respectivamente con una 
diferencia no significativa entre ambos grupos.

� De los 86 pacientes que tenían NM a 12 de 
ellos se les realizó un segundo dosaje y sólo 5 
tuvieron un tercer dosaje. De estos pacientes en 8 
se observó un descenso en el título de anticuerpos 
en respuesta al tratamiento inmunosupresor (n=7) 
o con tratamiento conservador (n=1). En 2 pacien-
tes el primer dosaje fue negativo y el segundo 
positivo consecuencia de una recaída con un 
tiempo medio de 18 meses entre ambos dosajes. 
En los 2 restantes se mantuvo negativo; eran 
pacientes en remisión en quienes se les solicitó la 
determinación como control de su enfermedad. 
(Gráfico 3)

 Tabla 5. Comparación entre pacientes con 
dosajes de anti-PLA2R considerados negativos y 
positivos (n=81)

� Se descartaron los que presentaban resul-
tado dudoso. Se realizó un Chi cuadrado (no signifi-
cativo) comparando la histología entre los pacien-
tes que tenían anti-PLA2 positivos y negativos en 
81 pacientes (se descartaron 5 porque tenían 
resultados dudosos). Respecto a la creatinina la 
misma está puesta en mediana con su rango inter-
quartilo (25-75%).

 Gráfico 3. Título de anticuerpos en pacien-
tes con más de dos mediciones

>>

>>
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� En 8 pacientes se observa descenso del 
título de anticuerpo en respuesta al tratamiento. 
En 2 pacientes se observó elevación del título de 
anticuerpos por presentar recaída de la enferme-
dad. En dos pacientes se mantuvieron negativos. 

  (Gris Oscuro: 1er dosaje; Gris Claro: 2do dosaje; 
er 

Negro: 3 dosaje)

� Se estudiaron 5 pacientes con trasplante 
renal que presentaron recidiva de NM en el injerto 
renal. De estos pacientes, uno tenía dosaje de anti-
PLA2R positivo y tres fueron negativos y uno 
dudoso.

� La comparación de los niveles de anti-
PLA2R entre las formas de NM “primaria” y 
“secundaria” se detalla en el Gráfico 4.

 Gráfico 4. Correlación de formas primarias 
y secundarias con título de anticuerpos de Anti-
PLA

� Las distribución de los pacientes, según el 
dosaje de anti-PLA2R positivo, dudoso o negativo 
y la correlación con las formas clínicas de 
presentación se muestran en el Diagrama 2.

 Diagrama 2. Distribución de los pacientes 
según el dosaje de anti-PLA2R positivo, dudoso o 
negativo y las formas clínicas de presentación.

� De los quince pacientes que se encontra-

ban en estudio por síndrome nefrótico solo uno 
tuvo dosaje positivo para anti-PLA2R. A seis 
pacientes de este grupo se les realizó biopsia renal 
en diferido, ósea luego de obtener el dosaje de 
Anti-PLA2. De los seis pacientes que se les realizó 
biopsia renal: dos tuvieron NM (en una paciente el 
dosaje fue positivo), dos pacientes presentaron 
amiloidosis, un paciente glomerulopatía a cambios 
mínimos y un paciente glomerulonefritis membra-
noproliferativa (GN).

� El resto de los pacientes del grupo síndro-
me nefrótico en estudio, 9 pacientes, continuaban 
bajo seguimiento nefrológico, 4 de los cuales 
tenían diabetes y recibían tratamiento con inhibi-
dores de la enzima de conversión (IECA) o bloque-
antes de la angiotensina II (ARA II).

� Si cambiamos el valor de corte del título 
de anti- PLA2 positivo > 2 U/ml y negativo < 2 U/ml 
como lo plantean algunos autores. Observamos 
que fueron positivos 53 pacientes (61,6%) y negati-
vos 33 pacientes (38,3%).

� DISCUSIÓN

� Se realizó un análisis retrospectivo de 
corte horizontal de pacientes con NM y de pacien-
tes en estudio de síndrome nefrótico realizado 
desde que implementamos el método de ELISA 
para determinación de anticuerpos anti-PLA2R en 
CEMIC en julio del 2015.

� El dosaje de anticuerpos se efectuó en 169 
pacientes pero de éstos tuvimos acceso a datos de 
historia clínica, laboratorio, anatomía patológica, 
tratamiento y evolución de 101 pacientes (86 paci-
entes con biopsia renal con patrón de NM y 15 
pacientes sin biopsia renal que cursan un síndrome 
nefrótico en estudio) y este hecho constituye una 
importante limitación para el análisis de los datos. 
La población estudiada de pacientes con NM fue 
muy heterogénea ya que el dosaje se realizó en 
diferentes momentos de su enfermedad, algunos 
pacientes estaban en remisión clínica y otros 
cursando una recaída o con el debut de su enfer-
medad.

� Un 38,6% de la muestra eran pacientes en 
seguimiento en CEMIC. El resto de los pacientes 
(61,4%) correspondió a pacientes de quienes recibi-

>>

>>
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mos las muestras de suero para realizar el dosaje 
de anti-PLA2R y procedían de varios hospitales 
públicos y privados de toda Argentina razón por la 
cual no intervinimos en las indicaciones de 
tratamiento ni el momento de indicación del dosa-
je de anticuerpos.

� Los resultados muestran menor positivi-
dad del anticuerpo que lo reportado en la biblio-

(2) 
grafía en la población con NM. Cuando seleccio-
namos el grupo de pacientes con dosaje de anti-
PLA2R y biopsias dentro de los seis meses el 
porcentaje de pacientes con dosaje positivo asci-
ende pero no llega a ser cercano al 70% como 
reporta la bibliografía. Si tomamos los dosajes de 
anti-PLA2R > 2 Ul/ml como positivos y de esta for-
ma eliminamos los dosajes “dudosos” y algunos 
negativos el porcentaje de positividad asciende a 
61,6%, como lo muestran Bobart et al. al tomar 

(11)
como positivo a un valor > a 2 Ul por ELISA.

� Con respecto a la baja positividad obteni-
da aún en los casos casi con seguridad primarios o 

idiopáticos interpretamos que los pacientes fue-
ron estudiados tardíamente con respuesta clínica 
favorable o habiendo comenzado el tratamiento 
inmunosupresor o en el contexto de una respuesta 
completa. Es decir que no obtuvimos suero al inicio 
del cuadro clínico y que a muchos pacientes se les 
realizó el dosaje habiendo comenzado con trata-
miento inmunosupresor o habiendo finalizado el 
mismo.

� Así en aquéllos con sedimento blando, 
función renal normal, ausencia de diabetes o 
enfermedades sistémicas o infecciosas o antece-
dentes sugestivos de una posible neoplasia, un 
título inequívocamente positivo podría evitar una 
biopsia renal y permitir decisiones terapéuticas 
sobre la base exclusiva de la presentación clínica, 
el grupo etario, el género, negatividad para infe-
cciones o enfermedades autoinmunes y comor-
bilidades. Esto es especialmente válido cuando la 
ecuación riesgo/ beneficio no es clara. Si el título es 
positivo pero bajo se puede esperar a una respues-
ta espontánea.
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� No observamos diferencias significativas 
entre pacientes con dosaje de anti-PLA2R positivo 
y negativo en el valor de proteinuria, albúmina, 
creatinina, fenotipo inicial y patrón anatomo-
patológico.(15)

� Con respecto a la histología observamos 
que subgrupo de pacientes tenían un patrón 
membranoso en la microscopía óptica pero en la 
inmunofluorescencia tenían depósitos de IgG, 
IgM, IgA, C3 y C1Q así como también depósitos 
mesangiales sin tener estigmas de enfermedad 
sistémica y sin serologías positivas para Lupus 
Eritematoso Sistémico. En este subgrupo sólo un 
16,7% de los pacientes tuvieron un dosaje positivo. 
Quizá estas formas interpretadas inicialmente 
“secundarias” hoy día con el dosaje de anti- PLA2R 
corresponderían a formas “primarias”. El 83,3% 
tuvo un dosaje de anti-PLA2R negativo  y en 
concordancia con los hallazgos de la inmunohisto-
química probablemente correspondan a formas 

(13)
secundarias.

� Los dosajes de Anti-PLA2R realizados en 
pacientes con NM lúpica fueron todos negativos al 
igual que en los pacientes que se biopsian en 
diferido en el grupo de síndrome nefrótico en 
estudio y presentaron otras glomerulopatías (ami-
loidosis, cambios mínimos y GN membranopro-
liferativa).

� En los pacientes que tuvieron dos o más 
dosajes observamos la negatividad del título de 
anticuerpos en respuesta al tratamiento inmuno-
supresor o en el caso de remisión espontánea en 

(14) un paciente en concordancia con la bibliografía.
En este grupo de pacientes todos aquéllos que 
presentaron una respuesta completa mostraron 
negatividad del anticuerpo. En dos pacientes se 
observó ascenso del título de anticuerpo por 
recaída de la enfermedad. Dos pacientes tuvieron 
dos mediciones negativas consecutivas, en las dos 
circunstancias con respuesta completa sostenida. 
Estos hallazgos relacionan el título de anticuerpos 
con la actividad de la enfermedad y es de utilidad 
para predecir respuestas terapéuticas. Así mismo 
la bibliografía coincide con nuestros hallazgos en 
que el título es mucho menor en pacientes 
inactivos o con remisiones parciales, tratados o 

(15-19)
no.

� En cuanto al tratamiento indicado solo en 
los pacientes que tenían un seguimiento en CEMIC 
la decisión terapéutica fue evaluada y discutida por 
nosotros y se correspondió con guías y pautas 
internacionalmente aceptadas. En el resto de los 
pacientes la decisión terapéutica fue tomada por 
cada nefrólogo y basada en los recursos disponi-
bles según el medio socioeconómico.

� No es esta una prueba 100% específica, 
como lo explicamos anteriormente tiene una 
especificidad del 90% y una sensibilidad del 70%. 
Por otra parte en general las que los son es porque 
su positividad forma parte de los criterios diagnós-
ticos. Es sabido que algunas formas secundarias 
son positivas tanto en lupus, hepatitis B y sarcoi-
dosis.

� Finalmente la interpretación de nuestros 
resultados y la discusión precedente deben ser 
vistas a la luz de ciertos fenómenos claves en la 
cronología de esta enfermedad. La sensibilidad de 
la prueba depende en alguna medida de la 
etnicidad de la población, del método de labora-
torio usado – Western blot, inmunofluorescencia 
indirecta, ELISA– pero sobre todo de la biología de 
esta enfermedad. Existe un retardo entre el depó-
sito de anticuerpos en el tejido renal, la seroposi-
tividad y la actividad clínica. En el comienzo de la 
enfermedad cuando la producción de anticuerpos 
recién comienza, ya hay cambios estructurales en 
el glomérulo, depósitos de inmunoglobulinas y 
presencia del antígeno PLA2R en la biopsia pero 
todavía no existe un daño podocitario marcado, 
consecuentemente no hay proteinuria o es mínima 
y, muy especialmente, no hay anticuerpos circulan-
tes detectables. Han sido atrapados por el riñón 
actuando como lo que algunos con el fin de ser 

(20) gráficos denominan una “pileta de cocina”. Por 
esta razón la detección del antígeno en tejido 
renal, procedimiento más laborioso y caro, que 
además demanda disponer de una biopsia es 
indispensable si se desea conocer con precisión la 
situación patogénica de un paciente determinado.

� A medida que la enfermedad avanza el 
tejido renal se satura y el paciente se convierte en 
seropositivo. En el proceso de remisión de la 
enfermedad se recorre el camino inverso: el título 
cae pero pueden persistir los depósitos de inmuno-
globulinas en el riñón y sobre todo de expresión 
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del PLA2R, que es el último fenómeno en desapa-
recer: primero cae el título de anticuerpos, des-
pués la proteinuria y finalmente desaparecen los 
depósitos de PLA2R en la biopsia. Es en esta 
situación donde nosotros consideramos debe 
usarse el término “remisión completa”, y preferi-
mos utilizar “respuesta completa” cuando la 
proteinuria y la albúmina se han normalizado.

� Como mencionamos anteriormente cree-
mos que, a la luz de la fisiopatogenia de esta enfer-
medad, es altamente conveniente el uso adecuado 
del título de Anti-PLA2R para que contribuya al 
diagnóstico y la terapéutica. Es decir usar esta 
prueba de laboratorio con objetivos precisos: para 
diagnóstico de NM idiopática de modo no invasi-
vo; para excluir formas secundarias de NM; para 
anticipar respuestas o recaídas y como guía para 

(21)
adoptar decisiones terapéuticas.

� CONCLUSIONES

� La positividad del título de anti-PLA2R en 
nuestra población con NM es inferior en al 
reportado en la literatura. El alto porcentaje de 
pacientes con títulos negativos probablemente se 
vincule a inactividad o al tratamiento recibido con 
citotóxicos.

� ANEXO

� Síndrome nefrótico: pacientes con prote-
inuria > 3,5 g/día y que tenían además edemas e 
hipoalbuminemia definida por albúmina sérica me-
nor a 3,5 g/dl.

� Proteinuria nefrótica: pacientes que solo 
tenían proteinuria > a 3,5 g/día en ausencia de 
síndrome nefrótico clínico.

� Proteinuria no nefrótica: pacientes que 
tenían valores de proteinuria < 3,5 g/día.

� Screening de síndrome nefrótico: pacien-
tes que tenían un síndrome nefrótico y se le realizó 
dosaje de anti-PLA2R para evaluar la necesidad de 
biopsia renal.

� Enfermedad renal crónica: anormalidades 
en la estructura o función del riñón, por más de tres 
meses con implicancias para la salud.

� Pérdida de seguimiento: pacientes a los 
que su nefrólogo de cabecera no volvió a ver una 
vez obtenido el resultado de anti-PLA2R.

� Respuesta completa: pacientes con pro-
teinuria < 500 mg/día luego del tratamiento inmu-
nosupresor. 

� Respuesta parcial: pacientes con prote-
inuria < 3,5 g/día previamente al tratamiento inmu-
nosupresor y que fue < a 3,5 g/día luego del mismo.

� Respuesta espontánea: pacientes con sín-
drome nefrótico que presentaron valores de pro-
teinuria < 500 mg/día sin haber recibido trata-
miento inmunosupresor.

� Enfermedad renal crónica terminal (ERC-
T): pacientes en estadio 5 (tasa de filtración glome-

2
rular estimada < 15 ml/min/1,73 m )

� Tratamiento conservador: los pacientes 
que fueron tratados con inhibidores de  la  enzima 
de conversión (IECAs) o antagonistas o bloque-
adores del receptor AT1 de la ARA II, o ambos 
combinados, estatinas y/o aspirina, pero no 
medicación inmunosupresora.

� NM “secundaria”: cuando está relacio-
nado a otras patologías como enfermedades auto-
inmunes, infecciosas o tumorales.

� NM “primaria “o “idiopática”: el diagnós-
tico se hace por exclusión de causas secundarias.
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Hiperpigmentación cutánea secundaria 
a déficit de vitamina B12 en un lactante

 La pigmentación cutánea depende de la cantidad de melanina presente, 

regulada, por la actividad enzimática de la tirosinasa. El mecanismo exacto de 

hiperpigmentación por carencia de vit. B12 es desconocido, y se plantean varias 

hipótesis. A continuación, una paciente lactante con diagnóstico de hiper-

pigmentación cutánea secundaria a déficit de vitamina B12.
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� RESUMEN

� La hiperpigmentación cutánea es una 
manifestación clínica poco frecuente del déficit de 
vitamina B12 (cobalamina). Su causa no se conoce 
con exactitud, y existen varias teorías en su 
etiopatogenia.

� Se presenta a una niña de 8 meses de 
edad, con antecedentes de retraso neuromadura-
tivo, hipotonía, anemia y neutropenia, derivada a 
nuestro Servicio por hiperpigmentación cutánea 
del dorso de las manos y los pies de 3 meses de 
evolución. Ante la sospecha clínica de déficit de 
vitamina B12, se realizó un análisis de laboratorio, 
en el que se constató una marcada disminución de 
los niveles séricos de cobalamina, por lo que se 
indicó tratamiento sustitutivo con esta.

� Se destaca la importancia de la presun-
ción diagnóstica de déficit de vitamina B12 como 
causa de hiperpigmentación cutánea y su resolu-
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ción luego de la instauración del tratamiento ade-
cuado. 

Palabras clave: vitamina B12, deficiencia, hiperpig-
mentación, hi povitaminosis, niños.

� INTRODUCCIÓN

� La vitamina B12 (vit. B12) o cobalamina 
pertenece al grupo de las vitaminas hidrosolubles 
y es responsable de numerosas funciones metabó-
licas, ya que es un cofactor esencial en la síntesis de 
ácido desoxirribonucleico (ADN) y ácido ribonu-

1
cleico (ARN).  El organismo humano no es capaz 
de sintetizarla y debe obtenerla de la dieta, princi-
palmente, de alimentos de origen animal (carne, 
leche, huevos y pescado).

� La deficiencia de vit. B12 fue descrita por 
primera vez por Cook en 1944 y luego por Baker y 

2col., en 1963.  Se manifiesta, sobre todo, con com-
promiso hematológico, neurológico y, rara vez, 
cutáneo. En cuanto a lo hematológico, la altera-
ción más frecuente es la anemia megaloblástica. El 
compromiso neurológico es causado por altera-
ciones en la formación de mielina; clínicamente, 
pueden presentar apatía, rechazo alimentario, 
regresión del desarrollo psicomotor o diversas 

1
neuropatías.  Dentro de las manifestaciones cutá-
neas, se han descrito hiperpigmentación, glositis, 
alteraciones ungueales y canicie precoz. La 
hiperpigmentación suele verse más acentuada en 
las extremidades, sobre todo, en el dorso de las 
manos y los pies, las áreas de flexión y, menos 
frecuentemente, en las uñas, la lengua o la mucosa 

3oral.  Su causa no se conoce con exactitud, aunque 
se atribuye a la depleción de glutatión, implicado 

4
en la inhibición de la síntesis de melanina.

� Se presenta a una niña de 8 meses de edad 
con compromiso hematológico, neurológico y 
manifestaciones cutáneas secundarias al déficit de 
vit. B12.

CASO CLÍNICO

� Paciente de sexo femenino de 8 meses de 
edad, nacida a término, con peso adecuado para la 
edad gestacional, sin antecedentes familiares 
patológicos, internada en nuestro Hospital por 
anemia megaloblástica (hemoglobina -Hb-: 8,6 

g/dl/volumen corpuscular medio -VCM-: 95 fL) y 
neutropenia (880 neutrófilos totales y 4660 
leucocitos). Además, presentaba hipotonía, mala 
actitud alimentaria y retraso neuromadurativo (no 
sedestación), por lo que realizaba estimulación 
temprana.

� Fue derivada al Servicio de Dermatología 
por presentar hiperpigmentación homogénea en 
el dorso de las manos y en la región distal de los 
pies de 3 meses de evolución. Según la referencia 
materna, dichas lesiones habían sido de presenta-
ción progresiva, sin fenómenos inflamatorios pre-
vios.

� Al momento del examen físico, se obser-
vaba una hiperpigmentación homogénea de colo-
ración negro parduzco, bien delimitada, que com-
prometía las muñecas y el dorso de ambas manos, 
de disposición “en guantes” (Figura 1). Además, en 
la región distal de los dedos de los pies, con 
predominio en el hallux derecho, presentaba una 
discreta hiperpigmentación (Figura 2). No se 
observaban lesiones en el resto del tegumento. 
Cabe destacar que la niña no presentaba máculas 
hiperpigmentadas en la lengua y en la cavidad oral 
ni hiperpigmentación ungueal.

� A fin de descartar el déficit de vit. B12, se 
solicitó un análisis de laboratorio, en el que se 
constató una marcada disminución de los niveles 
séricos de esta (dosaje de 84 pg/ml para un valor 
normal de 227-1508 pg/ml). La paciente recibió tres 
dosis de vit. B12 a razón de 1 mg/ kg/día intramus-
cular, en días consecutivos y luego tres dosis 
sustitutivas intramusculares de ácido fólico y com-
plejo de vitaminas B cada 48 horas. En la evalua-
ción ambulatoria, a las tres semanas de haber 
iniciado el tratamiento, se observó un ligero aclara-
miento de las lesiones hiperpigmentadas, así como 
una franca mejoría de la actitud alimentaria e hipo-
tonía previa. La paciente no regresó a los controles 
programados en este Hospital.

� DISCUSIÓN

� La prevalencia de la hipovitaminosis B12 
varía según el grupo etario y es más alta en los 
niños, en comparación con la población general. 
Sin embargo, la deficiencia de dicha vitamina no es 

1de conocimiento común en pediatría.
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� Las principales causas de deficiencia de 
vitamina B12 se pueden dividir en tres grupos: bajo 

5,6aporte exógeno, mala digestión y malabsorción.  
El bajo aporte se ve, principalmente, en los pacien-
tes con dieta vegetariana. En el caso de nuestra 
paciente, si bien su madre tenía una alimentación 
variada y no vegetariana, refería que la niña tenía 
mala actitud alimentaria, con baja ingesta de 
alimentos de origen animal y que se alimentaba, 
sobre todo, con lactancia materna, por lo que la 
hipovitaminosis podría ser secundaria al bajo 
aporte exógeno de dicha vitamina.

� Dentro de las patologías asociadas con la 
mala digestión de vit. B12, se encuentran la gas-
tritis atrófica, la aclorhidria y la gastrectomía. Con 
respecto a las causas de mala absorción, el ejemplo 
clásico es la anemia perniciosa, en la que las células 
parietales gástricas son destruidas por autoanti-
cuerpos, por lo que se produce una deficiencia del 
factor intrínseco que estas secretan. Debido a que, 
para la absorción de esta vitamina, es indispen-

sable su unión al factor intrínseco, la disminución 
de este lleva al déficit de vit. B12. Otras causas de 
malabsorción son las secundarias a resecciones o 
patologías del íleon y al uso de fármacos que 
interfieren en la absorción de la vitamina, como 

5omeprazol o metformina.

 Figura 1. Paciente con fototipo III, con 
hiperpigmentación homogénea en el dorso de las 
manos y los dedos. Sin compromiso ungueal
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� Desde el punto de vista clínico, el déficit 
de vit. B12 se puede evidenciar a través de altera-
ciones neurológicas, hematológicas y cutáneas. El 
compromiso neurológico se manifiesta con diver-
sos síntomas, como rechazo alimentario, apatía, 
regresión del desarrollo psicomotor, neuropatía 
motora y desórdenes neuropsiquiátricos, los 

1
cuales pueden ser irreversibles.  Con respecto al 
compromiso hematológico, la anemia megalo-
blástica es la alteración más frecuente y se produ-
ce por una asincronía entre la maduración del 
núcleo del eritrocito y su citoplasma. Dentro de las 
manifestaciones mucocutáneas, se encuentran la 
hiperpigmentación y la glositis; esta última, carac-

1terizada por enantema y dolor.  La hiperpig-
mentación se caracteriza por ser de coloración 
negro parduzco, afectar, principalmente, sitios 
fotoexpuestos, como el dorso de las manos y los 
pies, y por ser reversible una vez instaurado el 

7,8
tratamiento.

� La pigmentación cutánea dependerá de la 
cantidad de melanina presente, que está regulada, 
sobre todo, por la actividad enzimática de la 

9tirosinasa.  El mecanismo exacto de hiperpig-
mentación por carencia de vit. B12 es desconocido, 

2y se plantean varias hipótesis.

 Figura 2. Hiperpigmentación en la región 
distal de los dedos del pie derecho con predominio 
en el hallux

� Entre ellas, las siguientes: 1) Los pacientes 
con déficit de vit. B12 tienen niveles bajos de 
glutatión intracelular. Estos llevan a un aumento 
en la actividad de la tirosinasa y, en consecuencia, 

2
se produce mayor melanogénesis.  2) Otra de las 
hipótesis planteadas por Griepp describe la 

influencia de la biopterina, una sustancia necesaria 
para la hidroxilación de la fenilalanina. Esta tiene 
un rol en la síntesis de melanina, por lo que niveles 
elevados de esta sustancia podrían explicar la 
hiperpigmentación. 3) Por último, Marks hace 
referencia a que habría un cambio en la distribu-
ción de la melanina y afirma que, en las anemias 
megaloblásticas, existiría un defecto en el trans-
porte o incorporación de la melanina dentro de los 
queratinocitos, lo que ocasionaría, en los pacien-

10,11
tes, incontinencia pigmentaria.

� Ante la sospecha clínica de un paciente 
con deficiencia de vit. B12, la anamnesis debe 
incluir preguntas acerca de enfermedades diges-
tivas, cirugías intestinales y hábitos dietarios, ya 
que podrían ser factores de riesgo para presentar 

6la hipovitaminosis.  Además, se debe hacer un 
examen físico minucioso en busca de las manifes-

6
taciones clínicas previamente mencionadas.  El 
diagnóstico se realiza mediante la determinación 
de niveles séricos de vit. B12; esta prueba es 

5
accesible y económica.  La sensibilidad varía entre 
un 65 % y un 95 %. Sin embargo, cuando existe 
discordancia entre el aspecto clínico y el análisis de 
laboratorio, se pueden realizar pruebas más sensi-
bles, como la cuantificación del ácido metilma-
lónico y homocisteína. Ambos se encuentran au-
mentados ante el déficit de vit. B12 y avalan el 

5,6diagnóstico con contundencia.

� Dentro de los diagnósticos diferenciales 
para tener en cuenta ante la presencia de hiperpig-
mentación en las zonas acrales o flexurales, hiper-
pigmentación en la mucosa oral o melanoniquia, se 
encuentran la diabetes mellitus, enfermedad de 
Addison, síndrome de Cushing, depósito de meta-
les pesados, porfirias, alteraciones tiroideas, lesio-
nes residuales posinflamatorias, entre otras, aun-
que la mayoría de estas entidades presentan hiper-
pigmentación generalizada.

 El tratamiento consiste en la administra-
ción de vit. B12, ya sea por vía oral, intravenosa o 

10intramuscular, según la tolerancia del paciente.  
En general, y debido al rechazo alimentario des-
crito, como sucedió en nuestra paciente, se reco-

1mienda iniciar el tratamiento por vía parenteral.  
En el caso presentado, debido a la mala actitud 
alimentaria de la paciente, se medicó, inicialmente, 
con vit. B12 intramuscular a razón de 1 mg/kg/día 
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por 3 días consecutivos y continuó luego cada 48 
horas, con el suplemento con ácido fólico y 
complejo vitamínico B. Después de la terapéutica 
adecuada, los cambios hematológicos y cutáneos 
suelen revertirse; sin embargo, el daño neuroló-

12gico puede ser permanente.  El pronóstico a largo 
plazo se relaciona con la gravedad y la duración de 
la hipovitaminosis, por lo que es importante un 
alto índice de sospecha para un diagnóstico y 
tratamiento temprano.

� Se presenta a una niña con hiperpigmen-
tación acral como manifestación infrecuente del 
déficit de vit. B12. Se recalca la importancia de la 
pesquisa vitamínica frente a un paciente con hiper-
pigmentación acral, que permite un abordaje 
terapéutico oportuno y evita los daños neuroló-
gicos irreversibles que estos pacientes pudiesen 
presentar. 
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  Las técnicas moleculares son un avance importante para los laboratorios en los cuales se 

realiza diagnóstico y/o investigación de enfermedades. El uso de técnicas basadas en la amplificación 

de ADN como la PCR y sus variantes, son utilizadas en el diagnóstico por su alta sensibilidad y 

especificidad. En la siguiente investigación se estudia la clonación de secuencias de Plasmodium para 

su uso como controles en el diagnóstico molecular. 

Clonación de secuencias de plasmodium para su 
uso como controles en el diagnóstico molecular
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� RESUMEN

� Las técnicas moleculares son un gran 
avance para el diagnóstico de malaria, pero se 

requiere disponer de controles positivos adecua-
dos, por lo que el objetivo del presente trabajo fue 
obtener secuencias clonadas de Plasmodium vivax 
y P. falciparum para su uso como controles en la 
técnica de PCR para el diagnóstico de malaria. A 
partir de ADN extraído de muestras de pacientes 
infectados, se amplificaron por PCR las secuencias 
codificantes del ARN ribosomal de la subunidad 
pequeña de P. vivax y P. falciparum. Se purificaron 
las bandas de 120 pb y 205 pb, respectivamente, a 
partir de gel de agarosa, y se realizaron las ligacio-
nes con el vector de clonación pGEM-T-Easy. Se 
transformaron células competentes de E. coli 
XL1Blue MRF` con las mezclas de ligación. Poste-
riormente, se identificaron las colonias recombi-
nantes mediante PCR de colonias, de las cuales se 
extrajo el ADN plasmídico para la verificación de la 
clonación de los fragmentos y se utilizaron como 
controles en la PCR. Se obtuvieron 5 colonias 
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recombinantes de P. vivax y 12 de P. falciparum de 
las cuales se extrajo ADN plásmidico. Se utilizaron 
los ADN plasmídicos como controles de reacción 
en la técnica de PCR de diagnóstico de malaria, 
obteniéndose las bandas diagnósticas caracterís-
ticas en todos los casos. La clonación de las secuen-
cias codificantes del ARN ribosomal de la subuni-
dad pequeña de P. vivax y P. falciparum, permitió su 
uso como controles positivos en el diagnóstico 
molecular de malaria, lo cual evita la dependencia 
de muestras positivas que generalmente presen-
tan variabilidad.

Palabras clave: Plasmodium vivax, Plasmodium 
falciparum, PCR, malaria.

� INTRODUCCIÓN

� La malaria es una enfermedad producida 
por parásitos del género Plasmodium transmitida 
por la picadura de mosquitos del género Anophe-
les. Hay cinco especies de Plasmodium que causan 
malaria en el humano, siendo las más frecuentes 
Plasmodium vivax y P. falciparum. La malaria es la 
enfermedad parasitaria más importante del mun-
do, ocasionando casi 500.000 muertes por año. La 
mayoría de los casos se registran en el África 
subsahariana, pero también se ven afectadas Asia 
Sudoriental, el Mediterráneo Oriental, el Pacífico 
Occidental y las Américas. La enfermedad es 
endémica en 91 países y además de su relevancia 
médica y epidemiológica, la malaria tiene impor-
tancia desde el punto de vista socioeconómico, por 
su impacto en los países en vías de desarrollo 
(OMS 2018).

� En las Américas, entre 2000 y 2013 se logró 
una reducción sustancial en la incidencia de casos 
de malaria en todos los países endémicos, con la 
excepción de Guyana y Venezuela, en los cuales se 
describió un aumento significativo de la morbilidad 
por malaria durante el mismo período (WHO 2014). 
En las naciones altamente endémicas de malaria, 
como Brasil, Colombia y, de hecho, las Américas en 
general, han logrado una disminución del 50% o 
más en los casos debido a la implementación de los 
programas denominados Desarrollo del Milenio y 
el Plan de Acción Mundial contra la Malaria 2008-
2015 (Rodríguez-Morales y Paniz-Mondolfi 2014, 
Recht et al. 2017).

� En Venezuela, la malaria por P. vivax 
representó el 82% de todos los casos, durante los 
últimos años, seguida de P. falciparum (16%), P. 
malariae (<1%) e infección mixta (1,4%). Los estados 
Bolívar, Amazonas y Sucre  se encuentran entre las 
regiones de Venezuela con mayor incidencia de 
malaria (63,3, 16,9 y 12,5%, respectivamente) 
(Cáceres 2011). La malaria representa uno de los 
aumentos más obvios en las enfermedades desa-
tendidas de Venezuela, donde se ha observado un 
incremento, de casi tres veces, de los casos de 
malaria en el territorio venezolano desde el año 20-
14. La malaria por P. falciparum ha aumentado 
hasta casi un 30%, en el estado Bolívar (Rodríguez-
Morales y Paniz- Mondolfi 2014, Recht et al. 2017, 
Daniels 2018, PAHO 2018, Pacheco et al. 2019).

� La gravedad y sintomatología de la enfer-
medad depende de la especie infectante, siendo la 
que produce la patología más grave P. falciparum. 
Los síntomas son, principalmente, escalofríos y 
fiebre. La periodicidad de los episodios se corres-
ponde con el ciclo eritrocítico. El aumento de la 
cantidad de eritrocitos infectados y destruidos 
produce restos celulares tóxicos, adhesión de los 
eritrocitos al endotelio vascular y a otros eritro-
citos y formación de coágulos por eritrocitos, 
plaquetas, leucocitos y pigmento palúdico, pudien-
do llevar al fallecimiento (WHO 2014, Milner 2018, 
OMS 2018).

� El diagnóstico de malaria se realiza princi-
palmente por la identificación por microscopía 
(extendido y gota gruesa) de las especies de 
Plasmodium spp. presentes en muestras de sangre 
coloreadas con Giemsa, ha sido convencional-
mente el método de referencia. Sin embargo, esta 
técnica requiere de personal entrenado y tiene 
baja sensibilidad particularmente cuando las para-
sitemias son bajas o en infecciones mixtas (Rosen-
blatt 2009, Barber et al. 2013, Murphy et al. 2013).

� La detección de anticuerpos no es muy útil 
en zonas endémicas y puede presentar baja 
sensibilidad y especificidad. La determinación de 
antígenos del parásito circulante puede ser un 
marcador más apropiado de una infección activa. 
Diversas pruebas inmunocromatográficas comer-
ciales de diagnóstico rápido (RDT: Rapid Diagnostic 
Test) para la detección de antígenos parasitarios 
están disponibles, cuya sensibilidad y la especifi-
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cidad son adecuadas. Las limitaciones de los RDTs 
son que generalmente no pueden identificar infe-
cciones de P. falciparum de las infecciones mixtas, 
la baja sensibilidad especialmente en infecciones 
por P. vivax, P. malariae o P. ovale, las reacciones 
cruzadas con otros antígenos y la permanencia de 
la reactividad después del tratamiento (Rubio et al. 
2001, Moody 2002, Maltha et al. 2010).

� El uso de técnicas basadas en la amplifi-
cación de ADN como la PCR y sus variantes son 
útiles en el diagnóstico por su alta sensibilidad y 
especificidad (Rubio et al. 2001, Murphy et al. 2013). 
Para la técnica se requieren controles positivos, 
tradicionalmente obtenidos a partir de muestras 
de sangre de pacientes, que son muy variables 
(Rubio et al. 2001). La tecnología del ADN recom-
binante permite la clonación de diversas secuen-
cias que posteriormente se pueden utilizar como 
controles positivos (Navarrete-Castro et al. 2004, 
Acevedo et al. 2009, Camacho et al. 2016). Por lo 
que el objetivo de este trabajo fue la clonación de 
secuencias de Plasmodium para su utilización 

sirviendo de controles en el diagnóstico molecular.

� MATERIALES Y MÉTODOS

Muestra biológica

� Se emplearon muestras de sangre  de 
pacientes infectados por P. vivax y P. falciparum 
identificados por microscopía (extendido y gota 
gruesa) de sangre coloreada con Giemsa, realiza-
das por microscopistas especializados del Centro 
de Investigaciones de Campo “Dr. Francesco Vitan-
za”, Tumeremo, municipio Sifontes, estado Bolí-
var, Venezuela. Se confirmó la especie presente en 
estas muestras por PCR realizada en el Instituto de 
Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco J. Tria-
na Alonso” (BIOMED), de la Facultad de Ciencias 
de la Salud, Universidad de Carabobo, Sede 
Aragua, en Maracay, Venezuela.

Plásmido de clonación y genotipo bacteriano

� Se utilizó el vector pGEM®-T Easy (Prome-
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ga), que permite la clonación directa de productos 
de PCR. Se emplearon bacterias Escherichia coli de 
la cepa XL1-Blue MRF` (Stratagene®) y del 
genotipo: supE44, hsdR17, recA1, endA1, gyrA46, 

r
thirelA1, lacf (proAB+ lacI lacZ ∆M15, Tn10, Tet ), 
para la propagación y mantenimiento de los plás-
midos.

Extracción de ADN

� El aislamiento de ADN de las muestras se 
llevó a cabo por extracción con solventes orgáni-
cos utilizando la técnica de fenol- cloroformo-
alcohol isoamílico (Sambrook y Russel 2001), 
adaptada a las condiciones del laboratorio (Rivero 
et al. 2004). El papel de filtro con la sangre seca fue 
colocado en un microtubo, se maceró con 400 μL 
de tampón (Tris 0,05 M, pH 8; EDTA 0,05 M; NaCl 
0,1 M y 1% de SDS) y proteinasa K 0,2 mg/mL. Luego, 
se colocó cada muestra en baño María a 55°C por 1 
hora. Posteriormente, se le adicionó 300 μL de 
fenol- cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1), se 
agitó y se centrifugó a 6.200 g por 5 min. Se trasva-
só el sobrenadante a otro vial y se agregó 300 μL de 
fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1), se 
mezcló por inversión y se centrifugó a 6.200 g por 5 
min. Se tomo la fase acuosa y se colocó en otro 
microtubo, al cual se le agregaron 300 μL de 
cloroformo, se centrifugó de nuevo y el sobrena-
dante se trasvasó a otro microtubo para posterior-
mente precipitar el ADN con dos volúmenes de 
isopropanol más 50 μL de NaCl 5 M y se colocó a -
20°C durante toda la noche. A continuación, se 
centrifugó a 18.800 g durante 15 min y se lavó el 
precipitado con 700 μL de isopropanol al 70%, se 
centrifugó otra vez a 18.800 g por 15 min y se secó 
el precipitado (Speed Vac Thermo Savant DNA 
120). Finalmente, se resuspendió el ADN en 50 μL 
de agua destilada estéril, se le agregó 0,1 μg/μL de 
ARNasa (Promega) y se incubó  a 65°C durante 10 
min. El ADN se guardó a -20°C hasta su utilización.

PCR anidada

� La detección de P. falciparum y P. vivax se 
llevó a cabo usando cebadores específicos para la 
región del ADN codificante del ARN ribosomal de 
la subunidad pequeña del género Plasmodium; 
cebador directo rPLU5: 
-  5´-CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3´ y cebador
reverso�rPLU6:

- 5´- TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3´ y para 
cada especie: P. falciparum cebador directo rFAL1: 
-  5´- TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATAT
T-3´ y cebador� reverso rFAL2: 
-  5´- ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGT
C-3´ y P. vivax: cebador directo rVIV1: 
-   5´- CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATA
C-3´ y cebador reverso rV I V2: A C T T C C A A-
GCCGAAGCAAAGAAAGTCCT

TA. El tamaño de los productos esperados es de 
1.200 pb para la secuencia de Plasmodium sp. de la 
primera reacción y en la segunda reacción de 120 
pb para P. vivax y de 205 para P. falciparum 
(Snounou et al. 1993). Las reacciones se llevaron a 
cabo en un volumen de 25 μL con ~10 ng de ADN, 
en un termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc., 
Watertown, MA). Se emplearon controles negati-
vos en cada reacción (todos los reactivos excepto 
el ADN molde).

� La PCR para determinar el género Plasmo-
dium, se llevó a cabo empleando los oligo-
nucleótidos cebadores rPLU5 y rPLU6, los cuales 
amplifican una región común del genoma en las 
dos especies estudiadas de Plasmodium. Esta 
reacción se realizó siguiendo el protocolo anterior-
mente estandarizado (Snounou et al. 1993), con 
algunas modificaciones: tampón de reacción 
Colorless GoTaq® Flexi (TrisHCl 50 mM pH 8,5; NaCl 
50 mM), MgCl2 0,6 mM, mezcla de desoxirri-
bonuleótido trifosfato (dNTPs) 120 μM, 0,24 µM de 
cada cebador rpLU6 y rPLU5 y GoTaq® Flexi DNA 
polimerasa (Promega) 1 U. Se adicionó 10 ng de 
ADN obtenido de las muestras de los pacientes, en 
un volumen final de 25 μL. La reacción se realizó en 
un termociclador PTC-100 thermalcycler (MJ 
Research, Inc., Watertown, MA) con el programa; 
94°C por 4 minutos, 30 ciclos de 94°C durante 30 
segundos, 58°C por 1 minuto, 72°C durante 1 minuto 
y una extensión final a 72°C por 5 minutos.

� Para la detección de las especies de P. 
vivax y P. falciparum, se realizó una PCR multiplex, 
es decir, agregando en el mismo tubo los ceba-
dores específicos de cada especie del parásito, de 
la siguiente forma: tampón de reacción GoTaq® 
Flexi (TrisHCl 50mM pH 8,5; NaCl 50mM), MgCl  1 2

mM, mezcla de dNTPs 120 μM, 0,24 µM de 
cebadores para P. falciparum (rFAL1 y rFAL2), 0,16 
µM de cebadores para P. vivax (rVIV1 y rVIV2) y 
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GoTaq® Flexi DNA polimerasa (Promega) 1 U. Se 
adicionó 2 μL del producto de la primera reacción 
de PCR diluido 1/10, para un volumen total de 25 μL.  
La segunda PCR se realizó en un termociclador 
PTC-100 thermalcycler® (MJ Research, Inc., 
Watertown, MA) con el siguiente programa: 94°C 
por 4 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 
58°C durante 1 minuto, 72°C por 1 minuto y una 
extensión adicional a 72°C por 5 minutos. En todas 
las PCR realizadas se hizo un control negativo 
formado por la mezcla de reacción.

Electroforesis en gel de agarosa

� Tanto los ADN extraídos de cada muestra 
como los productos de PCR se analizaron en geles 
de agarosa al 2% empleando como tampón de 
electroforesis TBE (Tris Base 0,9 M; Ácido Bórico 
0,9 M; EDTA 0,01 M, pH: 8,5) a un voltaje de 80 V 
por 45 min. Las muestras de ADN se colocaron en 
cada pocillo con tampón muestra (xilen–cianol al 
0,02%, azul de bromofenol al 0,02 %, glicerol al 50%) 

(19)
y SYBR® Green I  y se observaron en un  equipo 
de fotodocumentación (BIORAD Molecular 
Imager® Gel DOC™XR+) utilizando el Software de 
análisis de imagen (Image Lab™ Software Versión 
3.0) suministrado por el mismo fabricante.

Purificación de los productos de PCR

� Las bandas de ADN de las segundas 
reacciones se cortaron a partir de los geles de 
agarosa y se purificaron utilizando el estuche 
comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System® 
(Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA) 
siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

Construcción de los plásmidos recombinantes

� Se utilizó 1 U de la enzima ADN ligasa T4 
para la reacción de ligación de los productos de 
PCR purificados y el vector comercial pGEM®- T 
Easy. Se empleó una relación molar plásmido- 
inserto 1:5 y 1:10. El tampón utilizado fue: Tris- HCl 
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30 mM (pH 7,8), MgCl  10 mM, DTT 10 mM, ATP 1 2

mM. Posteriormente, se incubó a 4°C por al menos 
12 h.

Preparación y transformación de células compe-
tentes

� Se realizó un cultivo de bacterias, E. coli 
XL1-BLUE MRF´, en 5 mL de medio LB (Luria 
Bertani; triptona 10g/L, extracto de levadura 5 g/L, 
NaCl 5 g/L, pH 7), a partir E. coli XL1B criopre-
servadas y se cultivó a 37ºC y 200 rpm, toda la 
noche. Posteriormente, se diluyó 1 mL del cultivo 
en 50 mL de medio LB y se incubó a 37°C con 
agitación de 200 rpm. Después se centrifugaron las 
células por 15 minutos a 3.000 rpm a 4ºC, y se resus-
pendió el sedimento en 10 mL de CaCl  100 mM 2

también a 4ºC. Se centrifugaron por 15 minutos a 
3.000 rpm a  4ºC y se resuspendieron en 4 mL de 
solución CaCl  100 mM más glicerol 15%, a 4ºC y 2

finalmente se colocaron 200 μL de células compe-
tentes en microtubos y se congelaron rápida-
mente a -80ºC, hasta su uso (Sambrook y Russel 
2001). Una vez preparadas las células compe-
tentes, a 200 µL de las mismas, se les añadió las 
mezclas de ligación para su transformación por 
choque térmico (30 min 4°C, 90 seg 42°C, 2 min 4°C). 
Se agregó 800 µL de medio LB (a 42ºC) a cada tubo 
y se incubó a 37°C, con agitación de 200 rpm por 1 
hora. Se extendieron 200 µL de las células transfor-
madas en placas de LB-Agar-Ampicilina (100 
µg/mL) tratadas con X-Gal (20 mg/mL) e IPTG (1 M). 
Se incubó a 37°C por al menos 12 horas. Posterior-
mente, se cuantificaron las colonias blancas (reco-
mbinantes) y las azules (no recombinantes).

Análisis de las colonias bacterianas recombi-
nantes (PCR de colonias)

Una pequeña traza de cada colonia blanca 
seleccionada fue colocada en 25 µL de mezcla de 
reacción de PCR (cebadores 0,2 mM, MgCl  1 mM, 2

dNTP´s 0,2 mM, Taq polimerasa GoTaq® Flexi, 
Promega 1 U y tampón de reacción GoTaq® Flexi 
Buffer colorless). Los cebadores empleados fueron 
los descritos anteriormente para la segunda rea-
cción de PCR. El programa utilizado fue: 94°C por 5 
min, 30 ciclos (94°C x 30 seg, 50°C x 30 seg, 72°C x 2 
min) y 72°C durante 7 min. Como control negativo 
se utilizó una colonia azul. Los productos de la PCR 
se observaron en geles de agarosa al 2%, 

empleando un marcador de tamaño molecular de 
pares de bases (100 bp DNA step ladder, Axygen).

Obtención de los plásmidos recombinantes

� Una vez confirmada por PCR, la recombi-
nación de los fragmentos de ADN en el vector 
comercial pGEM®-T Easy en las células transfor-
madas, se hicieron cultivos de estas en medio LB 
líquido con ampicilina (100 µg/mL) para obtener a 
partir de estas colonias los ADN plasmídicos. Se 
centrifugaron los cultivos y el sedimento se resus-
pendió en tampón TE (Tris- HCl 50 mM, pH: 8, 
EDTA 10 mM), y RNAsa (100 µg/mL) y se incubó a 
37ºC durante 15 min. Se agregó NaOH 200 mM y 
SDS al 1% y se colocaron por 5 minutos a tempera-
tura ambiente, se añadió acetato de potasio (3 M, 
pH 5,5) y se incubó a 4ºC durante 5 minutos. Luego, 
se centrifugaron las suspensiones y se precipitó el 
ADN plasmídico utilizando isopropanol y acetato 
de potasio (3 M, pH 5,5). Posteriormente, se 
centrifugaron los  microviales a 14.000 rpm por 30 
minutos, se le colocó etanol al 70% al sedimento 
para lavarlo y se centrifugó de nuevo. Se dejaron 
secar los ADN plasmídicos y se resuspendieron en 
agua destilada estéril y se conservaron a -20ºC 
hasta su uso.

� Se realizó la PCR multiplex para la dete-
cción de P. vivax y P. falciparum en la forma antes 
descrita y utilizando como ADN molde 1 µL de los 
ADN plasmídicos obtenidos. Los productos se 
observaron en geles de agarosa de la forma antes 
descrita.

� RESULTADOS

� La cantidad y calidad de los ADN extraídos 
de muestras de sangre en papel de filtro de pacien-
tes infectados con P. vivax y P. falciparum fue buena 
ya que se amplificaron por PCR las secuencias 
codificantes del ARN ribosomal de la subunidad 
pequeña de estos parásitos. Se observaron las  
bandas diagnósticas de 120 pb y 205 pb, de P. vivax 
y P. falciparum respectivamente.

� Se purificaron estas bandas a partir de gel 
de agarosa y se realizaron las ligaciones con el 
vector de clonación pGEM-T-Easy. Tanto la 
reacción de ligación, como la transformación de las 
células competentes E. coli XL1Blue MRF` con las 
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mezclas de ligación fueron exitosas, ya que se 
identificaron 5 colonias recombinantes (blancas) 
de P. vivax y 12 de P. falciparum. Se verificó la 
presencia del inserto en estas colonias mediante 
PCR de colonias, observándose las bandas diag-
nósticas características de 120 pb para P. vivax (Fig. 
1A) y de 205 pb para P. falciparum (Fig. 1B) en la 
mayoría de las colonias.

� Se extrajo el ADN plasmídico de 3 colonias 
recombinantes para cada especie. Se utilizaron 
estos ADN plasmídicos extraídos en la PCR de 
diagnóstico de malaria. De nuevo se obtuvieron las 
bandas diagnósticas características que presenta-
ban el fragmento del tamaño esperado (Fig. 2).

 Figura 1. Electroforesis en agarosa al 2% de 
los productos de reacción de la PCR de colonias 
para la verificación de la clonación. A) (1-5) Colonias 
recombinantes de Plasmodium vivax (M) Marcador 
de 100 pb (Promega). B) (1-5) Colonias recombi-
nantes de Plasmodium falciparum, (M) Marcador 

de 100 pb (Promega).
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 Figura 2. Electroforesis en agarosa al 2% de 
los productos de reacción de la PCR de diagnóstico 
de malaria utilizando los ADN plasmídicos con las 
secuencias clonadas. (1-3) ADN plasmídicos con la 
secuencia clonada de Plasmodium falciparum. (4-6) 
ADN plasmídicos con la secuencia clonada de 
Plasmodium vivax. (M) Marcador de 100 pb (Pro-
mega).

� DISCUSIÓN

� Las técnicas moleculares son un avance 
importante para los laboratorios en los cuales se 
realiza diagnóstico y/o investigación de enferme-
dades parasitarias. El uso de técnicas basadas en la 
amplificación de ADN como la PCR y sus variantes, 
son útiles en el diagnóstico por su alta sensibilidad 
y especificidad en la detección de agentes infeccio-
sos por amplificación de ciertas secuencias genó-
micas. Los resultados no dependen de una infe-
cción anterior ni del estado inmunológico del 
paciente, por lo que permiten identificar infeccio-
nes recientes (activas) (Murphy et al. 2013).

� Desde los últimos años se tiene con un 
gran número de técnicas moleculares basadas en 
la amplificación de ADN (PCR) para el diagnóstico 
de malaria (Snounou et al. 1993, Rivero et al. 2004, 
Murphy et al. 2013, Berzosa et al. 2018, Martín-Díaz 
et al. 2018, Mirahmadi et al. 2018). La diana más 
empleada para la identificación de Plasmodium 
spp. es el ADN codificante del ARN ribosomal de la 
subunidad pequeña 18S (small subunit ribosomal 
RNA, ssu-rRNA), por tener secuencias variables y 
conservadas a lo largo del gen (Snounou et al. 1993, 
Murphy et al. 2013). La técnica de PCR basada en la 
amplificación de esta diana, se utiliza comúnmente 

por los laboratorios de investigación y de referen-
cia de diagnóstico de malaria de los distintos países 
endémicos e incluidos países no endémicos (Snou-
nou et al. 1993), para diagnóstico, en el caso de 
migrantes y viajeros (Martín-Díaz et al. 2018).

� Con respecto a la malaria, se ha demos-
trado en diferentes trabajos que la sensibilidad de 
la técnica de PCR es mayor que la de los métodos 
tradicionales basados en examen microscópico 
(extendido de sangre coloreado y gota gruesa) o 
las técnicas basadas en detección de antígenos 
(Berzosa et al. 2018, Martín-Díaz et al. 2018, 
Mirahmadi et al. 2018). Por otro lado, se obtiene 
una mejor especificidad, lo cual permite una mejor 
identificación de la especie y la determinación de 
mayor número de infecciones mixtas que emple-
ando las otras técnicas (Rubio et al. 2002, Berzosa 
et al. 2018, Martín-Díaz et al. 2018, Mirahmadi et al. 
2018).

� Tanto para la estandarización, validación y 
uso de estas técnicas moleculares se requiere con-
tar con controles positivos, los cuales frecuen-
temente se obtienen de muestras de pacientes o 
de cultivos. En el caso de las muestras de pacien-
tes, la desventaja es la gran variabilidad existente 
por las diversas infecciones con diferentes cepas 
de los parásitos, los cuales pueden dar patrones no 
característicos en algunos casos. Con respecto a 
los cultivos, aunque, sería una muestra más homo-
génea, tiene como desventajas mayor laborio-
sidad, costos y riesgos de infección. Los controles 
son un elemento esencial en la interpretación de 
los resultados, sin ellos no se puede desarrollar un 
ensayo (Navarrete-Castro et al. 2004, Acevedo et 
al. 2009, Camacho et al. 2016, Báez 2017).

� Para diagnosticar malaria es indispensable 
la confirmación en los laboratorios, dado que la 
sintomatología puede ser no característica. Para 
todos los diagnósticos, se necesitan controles 
positivos para validar los ensayos. Convencio-
nalmente, se emplean muestras de pacientes infe-
ctados, que generalmente son difíciles de conse-
guir y presentan variabilidad, o muestras de cultivo 
que requiere de técnicas laboriosas y costosas. 
Una forma eficaz de obtener controles positivos, 
es la utilización de la tecnología de ADN recom-
binante que permite la clonación de secuencias 
específicas del genoma del parásito. En este 
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trabajo se presenta la clonación de las secuencias 
codificantes del ARN ribosomal de la subunidad 
pequeña de P. vivax y P. falciparum, con la finalidad 
de proponer el empleo de estos recombinantes 
como controles positivos para las técnicas mole-
culares, lo que disminuiría el uso de cultivos o 
muestras de pacientes infectados.

� La tecnología de ADN recombinante per-
mite solventar las desventajas del uso de muestras 
de pacientes o cultivos del parásito, con la clona-
ción de las secuencias diana amplificadas por PCR 
(Navarrete-Castro et al. 2004, Acevedo et al. 2009, 
Camacho et al. 2016, Báez 2017).

� En este estudio las secuencias fueron 
insertadas en el vector pGEM®-T Easy, que es un 
vector que permite la clonación directa de produ-
ctos de PCR, representando una estrategia de 
clonación sencilla, que puede ser verificada 
mediante PCR de colonias y PCR de ADN plasmí-
dico extraído de esas colonias recombinantes, tal 

como se hizo en este trabajo y como ha sido reali-
zado en otros trabajos (Navarrete-Castro et al. 
2004, Acevedo et al. 2009, Camacho et al. 2016, 
Báez 2017).

� Esta estrategia de clonación utilizando la 
tecnología del ADN recombinante y vectores apro-
piados para clonación directa de productos de PCR 
se ha utilizado para otros agentes infecciosos, 
tales como; virus, bacterias y hongos. En el caso de 
virus, se ha usado para el virus de influenza aviar 
(Acevedo et al. 2009), virus de la hepatitis C 
(Navarrete-Castro et al. 2004), alfavirus y flavivirus 
(Camacho et al. 2016) y el virus PRRS (síndrome 
reproductivo y respiratorio porcino) (Báez 2017).

� En bacterias, se ha empleado para Bacillus 
anthracis (Sohni et al. 2008), Salmonella entérica 
(Gokduman et al. 2016) y en hongos en Fusarium 
oxysporum (Báez 2017). También se ha utilizado 
para control de calidad en detección de múltiples 
agentes (Chan et al. 2016).
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� Por otra parte, también se ha utilizado 
para el estudio de modificaciones genéticas (muta-
ciones) en el caso de enfermedades hematológicas 
como leucemia (Ustek et al. 2008) y se ha sugerido 
su uso para diferentes agentes patógenos de 
enfermedades endémicas y exóticas (Smith et al. 
2006). En estas últimas, es muy difícil conseguir los 
controles positivos de pacientes, debido al bajo 
número de casos.

� La tecnología del ADN recombinante pue-
de proporcionar un posible banco de controles 
positivos permanente para cualquier agente infe-
ccioso, evitando depender tecnológicamente de 
otros países para obtener los controles y disminu-
yendo la ejecución de protocolos laboriosos y 
costosos para tener aislados tanto virales, como de 
bacterias, hongos, o parásitos, utilizando cultivos 
celulares y/o inoculación de animales de labora-
torio (Navarrete-Castro et al. 2004, Smith et al. 
2006, Sohni et al. 2008, Ustek et al. 2008, Acevedo 
et al. 2009, Camacho et al. 2016, Chan et al. 2016, 
Gokduman et al. 2016, Báez 2017).

� Otra de las ventajas de la clonación de las 
secuencias diana diagnósticas de las técnicas 
moleculares es que se garantiza la reproducibilidad 
de los resultados. Además, de poder hacer estu-
dios de posible variabilidad de ese gen mediante 
secuenciación.

� Entre las colonias recombinantes obteni-
das, dos de ellas; una correspondiente a P. vivax y 
otra correspondiente a P. falciparum, rindieron pro-
ductos de amplificación de tamaños diferentes a 
las bandas diagnósticas características. Pudiese 
tratarse de variantes genéticas del parásito en las 
muestras de esos pacientes, pero hacen falta más 
estudios, principalmente de secuenciación de esos 
productos, para determinar si realmente corres-
ponden a variaciones genéticas del parásito o a 
algún artefacto producido en la metodología de 
obtención de los clones recombinantes. De todos 
modos, esta metodología permite seleccionar los 
clones con el inserto del tamaño correcto y guar-
dar los clones diferentes para estudios poste-
riores.

� Estos plásmidos recombinantes con las 
secuencias clonadas, pueden ser multiplicados de 
manera de mantener un suministro constante de 

controles positivos para diagnóstico e investiga-
ción en malaria, además de poder ser cedidos a 
otros grupos de investigación de regiones no endé-
micas que no disponen de los controles necesarios. 
Además, con ellos puede hacerse control de 
calidad externo y comparaciones de técnicas en 
estudios multicéntricos sin la limitante de que se 
puedan agotar los controles positivos.

� CONCLUSIONES

� Los resultados obtenidos en este trabajo 
demuestran la clonación de los productos de PCR y 
su aplicación como controles en diagnóstico e 
investigación en malaria, favoreciendo la reprodu-
cibilidad de la técnica y evitando el uso de muestras 
de pacientes, que generalmente presentan gran 
variailidad.
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 EDUCACIÓN A DISTANCIA

Actualización en Hemostasia y 
Coagulación
Inscripción: permanente
Organiza: UNL (Universidad Nacional del 
Litoral)
E-mail: 
formacioncontinua@�cb.unl.edu.ar
Web: www.�cb.unl.edu.ar

Líquidos de punción: Laboratorio 
Bioquímico-clínico
Inscripción: Permanente
Organiza: UNL (Universidad Nacional del 
Litoral)
Lugar: Santa Fe, Argentina
Tel: 54-342-4575216 int. 122
E-mail: 
formacioncontinua@�cb.unl.edu.ar
Web: www.�cb.unl.edu.ar

Monitoreo Terapéutico de drogas
Inscripción: Permanente
Organiza: UNL (Universidad Nacional del 
Litoral)
Lugar: Santa Fe, Argentina
E-mail: 
formacioncontinua@�cb.unl.edu.ar
Web: www.�cb.unl.edu.ar/app/cursos

Bioquímica Clínica de los Líquidos y 
Electrolitos

Inscripción Permanente
Organiza: UNL (Universidad Nacional del 
Litoral)
E-mail: 
formacioncontinua@�cb.unl.edu.ar
Web: www.�cb.unl.edu.ar/app/cursos

Especialización en Bioquímica Clínica en 
área de Microbiología  
Modalidad: online
Organiza: Universidad Nacional de La 
Rioja
Email: posgrado.dacefyn@unlar.edu.ar 

Temas de Perinatología
Modalidad: online
Organiza: Colegio Bioquímico de la 
Provincia de Córdoba 
Email: cobico@cobico.com.ar 

Laboratorio de Urgencias – Pautas de 
Gestión 
Fecha: a definir
Modalidad: online
Organiza: Colegio Bioquímico de la 
Provincia de Córdoba 
Email: cobico@cobico.com.ar 

Bioquímica: Derechos del Paciente 
Modalidad: online
Organiza: Colegio Bioquímico de la 
Provincia de Córdoba 
Email: cobico@cobico.com.ar 

FORMACIÓN DE POSGRADO 
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XVIII Jornadas del Comité Científico
Fecha: 2 al 5 de marzo
Organiza: EFLM Y IFCC
Web: infobioquimica.com

Curso online: Actualización en Medicina Tran-
sfusional. Presente y Futuro
Fecha: abril
Organiza: IFCC
Web: infobioquimica.com

EL LABORATORIO CLÍNICO EN LA MEDI-
CINA DE PRECISIÓN. BASES FARMA-
COGENÓMICAS DE LA TERAPÉUTICA 
(74-2). Curso virtual

Fecha: mayo a sep�embre de 2021.
Organiza: Facultad de Farmacia y 
Bioquímica Universidad de Buenos Aires
Web: h�p://www.ffyb.uba.ar/

 PRESENCIALES NACIONALES

ExpoMedical 2020

Fecha: 2021

Lugar: El predio de exposiciones Centro 

Costa Salguero está ubicado en el barrio 

de Palermo de la Ciudad de Buenos Aires 

Modalidad: REPROGRAMADO 2021

Email: info@expomedical.com.ar

Tel: 4791-8001

Web: expomedical.com.ar

XXIV JORNADAS BIOQUÍMICAS del 

NOA

Fecha: 2021

Lugar: La Rioja

Modalidad: REPROGRAMADO 2021

Web: www.jornadasbioquimicasnoa.org

E-mail: 

jornadasbioqNOA2020@gmail.com

CALILAB 2020

Fecha: 2021

Lugar: Mar del Plata - Bs As

Modalidad: REPROGRAMADA 2021

Web: www.calilab.�a.org.ar

 INTERNACIONALES

ARALAB

Fecha: Marzo 2021

Lugar: Dubai Emirates Árabes

Email: info@arablab.com

XXIV IFCC - EFLM Euromedlab Munich 

2021

Fecha: Mayo 2021

Lugar: Munich Alemania 

Email: info@rwgroup.com.ar

AACB 58TH ANNUAL SCIENTIFIC 

CONFERENCE

Fecha: Septiembre 2021

Lugar: Brisbone Australia

Email: conference@aacb.asn.au

XXV CONGRESO COLABIOCLI

Fecha: Marzo 2022

Lugar: León México

Mail: info@rwgroup.com.ar

XXV IFCC-EFLM WorldLab-Euro Medlab 

Rome

Fecha: 21 al 25 de mayo 2023

Lugar: Rome, Italia
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 AADEE S.A.
Av. Triunvirato 4135 5° Piso (1431)
Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Te: 54-11-4523-4848  
Fax: 54-11-4523-2291
www.aadee.com.ar

 Avan 
Padre M. Ashkar N°688 - (CP 1672) Gral San 
Martin, Bs As - Argentina
Tel: (54 11) 47542168 rot - Wpp: +54 911 6228 
4796
Web: www.avan.com.ar - info@avan.com.ar

 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

 BIOARS S.A.
Estomba 961 (1427) 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires 
Tel./Fax (54 11) 4771-7676/ 3783
pl@bioars.com.ar
www.bioars.com.ar

 Biocientífica S.A.
Iturri 232 ( 1427)
Ciudad Autónoma de Buenos Aires 
Tel: (54-11) 4857-5005
Fax: (54-11) 4857-1004
www.biocientifica.com.ar

 Biodiagnostico S.A.
Av. Ing. Huergo 1437, PB (1107)
Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Tel/fax: (54 11) 4300 9090
info@biodiagnostico.com.ar
www.biodiagnostico.com.ar

 Cromoion SRL
Central: Oporto 6125 - Ciudad de Buenos Aires 
- Argentina
Planta Elaboradora Punta Alta, Prov. de 
Buenos Aires
mail: reporte@cromoion.com
website: www.cromoion.com
Tel: +54 11 4644-3205/06
WhatsApp +54 9 11 4141-4365
Instagram @cromoion

 Cisma Laboratorios S.A
San Lorenzo 158, Tres Arroyos, Buenos Aires 
Arg.
Tel: (+54) 2893 15406395 (+54) 2893 420867
Web: cismalab.com.ar
Emai: cismalab@cismalab.com.ar

 Diagnos Med S.R.L.
Conesa 859 (1426)
Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4552 2929
info@diagnosmed.com
www.diagnosmed.com

      ETC Internacional S.A. 
Allende 3274 (1417) 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires 
Tel: (54 11) 4639 3488 (líneas 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

BIOAGENDA  // EMPRESAS
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 Genetrics S.A. - NextLAB
Av. del Libertador 8630 6to piso Of. 1 y 2 (1429 
entrar así a baja cdad) - Ciudad de Buenos Aires
Tel. (54 11) 5263 0275 rotativo
E-mail: info@nextlab.com.ar
web: www.nextlab.com.ar

 GLYM SOFTWARE S.R.L
Piedras 519 - 8- A, Capital Federal, República 
Argentina  
Tel: Capital : +54 (011) 43314512  -- Mendoza  + 54 
(261) 4762331  - Córdoba +54 (351) 5685715 - 
Bahia Blanca + 54 (291) 4851101
administracion@glyms.com

 JS Medicina Electrónica 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 Martín 68, Galería Plaza (8000) 
Bahía Blanca - Buenos Aires
Tel: (54 291) 459 9999
Fax: (54 291) 459 9996 / 8
- Suipacha 1322 PB “B” 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Tel/Fax: (54 11) 4327 2602 / 4326 1806
laboratorios@iaca.com.ar
www.iaca.com.ar

 Laboratorio de Medicina
Olaya 1644 (1414) 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Tel: (54 11 ) 4514 9370 al 76
info@labmedicina.com
www.labmedicina.com

 Laboratorio Bacon
Uruguay 136 (1603)
Villa Martelli, Buenos Aires
Tel: (54 11) 4709 0171
bacon@bacon.com.ar
www.bacon.com.ar

 MANLAB
Marcelo T. de Alvear 2263 (1122) 
Ciudad Autónoma 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
Administración:
Belgrano 925 (5500) Mendoza
Tel. (54 261) 4236647/9125/9333
gerencia@abm.org.ar

 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

 Productos Roche S.A.Q.e I.
Rawson 3150
B1610BAL Ricardo Rojas
Buenos Aires, Argentina
argentina.diagnostics@roche.com
www.roche.com.ar

 Siemens Healthineers 
Julián Segundo Agüero N° 2830 (1605)
Munro, Buenos Aires
Tel.: +54 11 5432 6000
siemenshealthineers.ar.team@siemens-
healthineers.com
Web: siemens-healthineers.com/ar/
Twitter: @SiemensHealthES

 Stamboulian Laboratorio
Av. Scalabrini Ortiz 676 (1414)
Ciudad Autónoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4858-7000
laboratorio@stamboulian.com.ar
www.stamboulian.com.ar
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 Proveedores generales por 
especialidades bioquímicas

Autoinmunidad

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Bacteriología

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

Biología Celular 

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Biología Molecular 

Abbott Rapid Diagnostics

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica 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.

Cromoion SRL

Birología

B.G Analizadores S.A

Bromatología

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

B.G Analizadores S.A

Biocientífica S.A

Clínica General 

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biodiagnostico S.A.

JS Medicina Electrónica SRL

Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare

Cromoion SRL 

Biocientífica S.A

Cultivo Celular

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Endocrinología 

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biodiagnóstico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Laboratorios Bacon S.A.I.C.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Cromoion SRL

Genética

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Gas en sangre y electrolitos

B.G Analizadores S.A

Hematología 

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.

Gematec S.R.L.

Instrumental Bioquímico S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Tecnolab s.a.

Histocompatibilidad

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

B.G Analizadores S.A

Cromoion SRL

Inmunología 

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Tecnolab s.a.

Cromoion SRL

Marcadores Neoplásicos 

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Cromoion SRL

Micología

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

Biodiagnostico S.A.

Parasitología

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

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

Tecnolab s.a.

Pediatría y Neonatología

AADEE S.A.

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica 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

Cromoion SRL

Toxicología y Forense

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Biocientífica S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Cromoion SRL

Virología

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Tecnolab s.a.

Cromoion SRL

 Equipamiento e Insumos 
para Laboratorios 

Acreditación de Laboratorios

Biodiagnostico S.A.

Agitadores

BIOARS S.A.

ETC Internacional S.A.

Instrumental Bioquímico S.A.

Aparatos de Medición

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Laboratorios Bacon

Roche Diagnostics Argentina

Autoanalizadores 

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

B.G Analizadores S.A

JS Medicina Electrónica SRL

Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Balanzas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Centrífugas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Citómetros

Abbott Rapid Diagnostics

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Cromatógrafos

Tecnolab s.a.

Coagulómetro

AADEE S.A.

BIOARS S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

ECLIA

Roche Diagnostics Argentina
Espectrofotómetros

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.

B.G Analizadores S.A

Gematec S.R.L.

JS Medicina Electrónica SRL

Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina

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.

Avan Tecnologias IVD

Laboratorio receptor de  
derivaciones

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma ISO 15.189)

MANLAB

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la 
norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

Meganalizar

Laboratorio receptor de 
derivaciones en Biología Molecular

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma ISO 15.189)

MANLAB
(Acreditado en Biología Molecular 
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en Fundación Bioquímica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la 
norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

Laboratorio receptor de 
derivaciones en Inmunología

MANLAB

Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la 
norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

Laboratorio receptor de 
derivaciones en Inmunoserología

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma ISO 15.189)

MANLAB

Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la 
norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

Laboratorio receptor de 
derivaciones en 
Histocompatibilidad e 
Inmunogenética

MANLAB
(Laboratorio habilitado según 
Resolución Nº 252-253/12 del 
INCUCAI, para la Tipificación de 
Receptores y Donantes para 
Trasplantes de Órganos)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la 
norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

Laboratorio receptor de 
derivaciones en Medicina 
Genómica

MANLAB
(Acreditado en Biología Molecular 
en Fundación Bioquímica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la 
norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y 
el estándar MA2 de la Fundación 
Bioquímica)

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.

Biocientífica S.A

MEIA

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Micropipetas 

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

B.G Analizadores S.A

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Genómica - Microarrays

Biocientífica 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.

B.G Analizadores S.A

BIOARS S.A.

Biocientífica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina

Siemens Healtcare 

Tecnolab s.a.

Cromoion SRL

RIA - IRMA 

Diagnos Med S.R.L.

Montebio S.R.L.

Servicio Técnico

Abbott Rapid Diagnostics

BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

Instrumental Bioquímico 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.

Roche Diagnostics Argentina

GLYM SOFTWARE S.R.L

Avan Tecnologias IVD

Test Rápidos

Abbott Laboratories Argentina S.A. 

Abbott Rapid Diagnostics

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BG. Analizadores S.A

BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare 

Cromoion SRL

Biocientífica S.A
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