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EDITORIAL

Después de muchos afios de arduo trabajo el Comité Ejecutivo de la Federacion de Colegios de Bioanalistas de Venezuela,
conjuntamente con la Comisidn Electoral, lograron una convocatoria por parte del Consejo Nacional Electoral para realizar las
elecciones gremiales correspondientes a mas de nueve afios de espera, tiempo en el cual las autoridades de todo el gremio de
Bioanalisis mantuvieron la estructura gremial como un todo, a pesar del cansancio y agotamiento que este largo tiempo produjo
en sus dirigentes.

Hoy, va tenemos nuevas autoridades y desde esta tribuna cientifica queremos felicitar a todas las dirigencias premiales electa.
Sepan todas ellas que queremos que sigamos trabajando por nuestra unidad gremial por las reivindicaciones de todos los
Bioanalistas, por el logro de mejores v mis adecuados convenios colectivos, que logremos incentivar a todas las Escuelas de
Bioanalisis del Pals para que tengamos postgrados en todas nuestras especialidades. De esta forma los Bioanalistas lograremos
los sitios que nos corresponden en la administracion Pablica y Privada.

Sin lugar a dudas la Junta Directiva de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas desea agradecer profundamente a
los miembros del Comité Ejecutivo de la FECOBIOVE y en especial a su Presidenta Lic. Blanca Chirinos por todo el apoyo v
colaboracion que tuvo para con nosotros. A los miembros del Instituto de Prevision Social del Bioandlista ya su Presidenta la
Lic. Maria Elena Odreman, su apoyo ha sido valioso para el desarrollo logistico de nuestros Congresos y Jornadas

De izual manera agradecemos a los Miembros de la Junta Directiva del Colegio de Bioanalistas de Dto. Federal y Edo. Miranda
en especial ala Lic. l1se Martinez su Presidenta quien fue para nosotros de gran valor humano durante nuestra gestion.

Queremos felicitar ala nueva Junta Directiva de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas la cual me honro en
presidir, quienes regirdn los destinos de esta Sociedad durante el lapso 2006-2008, desde ya estamos a la orden de todas las
autoridades gremiales recién elegidas, somos un equipo de trabajo y asi hemos concebido nuestro respaldo gremial, sin egoismo,
envidias ni ideologias politicas que puedan castrar los programas cientificos que nos hemos trazados desde que fuimos elegidos
como Junta Directiva transitoria. Cuenten con todos y cada uno de nosotros para que nuestro gremio mantenga su posicion ante
la Sociedad y el Pais.

Axel Rodolfo Santiago
Presidente
Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas
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Resistencia a carbapenems mediada por metalo-pB-lactamasas
en bacilos Gram negativos aislados de ambientes hospitalarios*

Torres Luis '*, Salazar Mariangela !, Moran Alejandra ', Gonzdlez Andreina ', Sanoja Lluvia ', Calvo Alberto ?,
Rodriguez Nicolas *, Chalbaud Valentina *, Carias Carolina *, Aguilar Fanny *, Pefia Caridad ’, Montilla Ninoska ®
Bolivar Arelis ®, R. Pedroza?

RESUMEN

Los carbapenems son antibitticos que muestran una potente actividad bactericida contra bacilos Gram negativos, se unen a PBPs esenciales
v ademds son estables ante la mayoria de f-lactamasas, En maltiples ocasiones estas drogas constituyen la tinica opeidn terapéutica. En los
dltimos afios se ha incrementado la resistencia a estos antibidticos, por miltiples mecanismos de resistencia, siendo el de mayor importancia
v relevancia la produccion de carbapenemasas. Las metalo-[i-lactamasas (MBLs), son carbapenemasas localizadas a nivel CIOMOSOMICE ¥
plasmidico, pertenecientes al grupo-3 de Bush, necesitan cofactores de metales (Zn*), por lo tanto su actividad es inhibida por agentes
quimicos quelantes como el EDTA. Debido al impacto clinico y epidemioldgico que genera este mecanismo de resistencia nos planteamos
detectar fenotipicamente ¥ molecularments la presencia de metalo-fi-lactamasas en 49 bacilos Ciram negativos (2 aeruginosa v A, bawmannii)
resisienics a carbapenems provenientes de ocho centros hospitalarios de Caracas-Yenezuela. La deteccidn de carbapenemasas se realizd
mediante el test de Hodge v Masuda, la identificacion de metalo-fi-lactamasas se llevd a cabo mediante doble difusion del disco demestranda
el efecto sinergistico que ejerce el EDTA sobre la actividad del IPM, igualmente se emplearon tiras de E-test de 1PM e IPM/EDTA. Se
utilizaron cnsayos de PCR para la identificacion de genes MBLs tipo FIM-Z, tlipo TMP-2 & Integrones Clase | Los tests de Hodge/Masuda
evidenciaron un total de 38 (77%) cepas con actividad hidrolitica para el IPM, los ensayos fenotipicos demostraron un nimere de 30
{61,2%) cepas productoras de metalo-f-lactamasas. En 18 (60%) de estas cepas, se detectd Ja presencia de genes blg, mediante ensayos de
PCR. En la mayoria (34%) de estos aislados, se evidencid la presencia de integrones clase 1. Estas MBLs pueden estar asociadas a ADN
plasmidico y eventualmente pueden ser transferidas a otros géneros bacterianos y ser diseminadas en el ambiente hospitalario si las medidas
de control v vigilancia epidemicldgicas no son adecuadas,

Palabras clave: Metalo-f-lactamasas, carbapenems, P aeruginosa, A, bawmannii, infeecion hospitalaria.

Carbapenems resistance mediated by metallo-beta-lactamases
in Gram negatives bacilli isolated from hospital enviroments

SUMMARY

The carbapenems are antibiotics that show a powerful bactericide activity against gram negative bacilli, they join essential PRPs and are
stable in the presence of almost all f-lactamases. In multiple oceasions these drugs are the only therapeutic aption. Owver the last years, the
resistance against these antibiotics has increased, this has been caused by different resistance mechanisms, from which the most important is
the production of carbapenemases. The metallo-B-lactamases (MBLs), are carbapencmases located at chromosomic and plasmatic level, and
that belong to the Bush group-3, they need metal eofactors (Zn®"), so that their activity is inhibited by chemical chelating agents like EDTA.
Dhe io the elinical and epidemiologic impact that this resistance mechanism generates, we proposed ourselves to detect the phenotypic and
malecular presence of metallo-fi-lactamases in 49 gram negative bacilli (P geruginosa and A, baumannii) resistant a carbapenems obtained
from eight hospital centers of Caracas-Venczuela, The detection of carbapenemases was realized by the test of Hodge and Masuda; the
identification of metallo-B-lactamases was done by the double diffusion dise showing the synergistic effect that exerts the EDTA over the
1IPM activity, equally we used [PM e IPM/EDTA E-test strips, We used PCR assays for the identification of MBLs genes type FIM-2, type
{AP-2 and class | integrons. The Hodge/Masuda tests showed a total of 38 (77%) of strains with hydrolytic activity for the [PM, the
phenotypic assays resulted with 30 (61,2%) strains that produce metallo-f-lactamases. In 18 {60%) of these strains, we detected the presence
of bia genes by PCR assays. In almost all (94%) of these isolates, we evidenced the presence of class | integrons. These MBLs can be
associated 1o plasmidic DNA and eventually can be transferred 1o other bacterial kinds and disseminate in hospital environments if the
control and epidemiologic guidelines are no adequate.

Key words: Metallo-fi-lactamases, carbapenems, £ aeruginosa, A. beumannil hospitalary infection,

* Trabajo ganador del Pr emio Socicdad Venczolana de Bioanalistas Especialistas otorgado en el Congreso Yeneznlano de Bioanalisis afie 2006,

I Citedra de Microbiologin, Escucla de Bicandlisis, UCV. 2. $eceitn de Biologia Moleculur de Agentes Infeccivsos. Instituto de Medicina Experimental.
LICY, Secciones de Bacteriologia de los Laboratorios. 3. Policlinica Metropolitana. 4. Hospital José G Hemindez. 5. Hospital 1. M. de los Rios. 6 LAICUT
7. Hospital de Clinica Caracas. 8. Hospital Domingo Luciani. 9. Hospital LIniversitario de Caracas, Norresuevi@yahon com, raguel ped rozagicanty.net
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Resistencia a carbapenems mediada por metalo-f-lactamasas en bacilos Gram negativos aislados de ambientes hospitalarios

Introduccion

Los carbapenems son antibidticos pertenecientes a la familia
de los P-lactamicos, son considerados compuestos muy activos
para tratar infecciones producidas por microorganismos
resistentes a la mayoria de los P-lactdmicos, gracias a su
estabilidad frente a f-lactamasas y a la alta capacidad de unidn
a las proteinas fijadoras de penicilina (1,2). La aparicion e
incremento de aislamientos a nivel mundial de bacilos Gram
negativos resistentes a estos, constituye un problema de salud
piblica que cada dia cobra mayor auge en los centros
asistenciales, con mayor énfasis en las unidades de cuidados
intensivos, debido a la presion selectiva que sufren estas cepas,
aunado al grado de inmunosupresion de los pacientes,
permitiéndose con esto la facilidad de crear microepidemias
intrahospitalarias (3,4).

Entre los principales mecanismos de resistencia a los
carbapenems se encuentran: baja permeabilidad de la mem-
brana, perdida de las porinas, sistemas de expulsion activa v
produccidn de enzimas inactivantes (4). El mecanismo
enzimilico esta representado por las carbapenemasas enzimas
con capacidad de hidrolizar los carbapenems, dentro de este
grupo se encuentran las carbapenemasas tipo OXA, pB-
lactamasas de espectro extendido (BLEE)} del grupo 2fy las
metalo-fi-lactamasas (MBLs); estas (ltimas son dependientes
de zinc como cofactor para su actividad (3).

Las MBLs son las enzimas de mayor relevancia clinica y
eidemioldgica, pues generan un alto nivel de resistencia a todos
los f-lactimicos excepto el azireonam (35,6), presentan una
alta mortalidad asociada a la infeccion, persisten en el ambiente
hospitalario, ¥ estin asociadas a integrones, estructuras
genéticas que permiten la captacion y almacenamiento de genes
de resistencia (7,8). Los cassettes génicos de resistencia
asociado a integrones, pueden ser transferidos a otros géneros
bacterianos, debido a que generalmente se encuentran ubicados
en elementos genéticos moviles como los transposones y
plasmidos conjugativos, de esta manera se garantiza el
recambio génico, la transferencia de genes de resistencia y su
diseminacién en el ambiente hospitalario, situacion que incre-
menta y agrava el contexto clinico y epidemiolégico (7.8).

Tomando en cuenta que en nuestro pais, los datos del programa
de vigilancia de la resistencia antimicrobiana, evidencian un
incremento progresivo en los dltimos afios de la resistencia a
carbapenems entre diversos Bacilos Gram negativos y que de
la misma manera son escasos los estudios que determinen cl
tipo de mecanismos de resistencia implicado en dichos aislados.
En el presente trabajo nos planteamos detectar la presencia de
metalo-fi-lactamasas en una poblacién de bacilos Gram
negativos resistentes ¥ con susceptibilidad intermedia a
carbapenems. La caracterizacidn fenotipica y molecular de las

cepas ensayadas, permitid conocer la existencia de los
principales mecanismos de resistencia asociados a estas drogas,
por otra parte, se establecid epidemiologia local de los
mecanismos de resistencia a dichos antibidticos, hecho que
contribuye a realizar los ajustes adecuados en la metodologia
de deteccion fenotipica en el laboratorio clinico, asi como la
creacion de registros para consumo local, nacional e
internacional, lo cual permitiria alertar y atacar la problematica
antes de que surjan epidemias en los centros asistenciales del
pais, De tal manera, que se pretende; generar informacion que
clinicamente facilite la disminucién de la presion selectiva que
se gjerce con el uso de estas drogas y epidemiologicamente
proporcione datos en relacidn a la resistencia a estos
antibioticos en nuestros centros asistenciales. Cabe destacar
que este es el primer trabajo realizado en Venezuela, que
evidencia la presencia de genes bla, en aislados de P
aeruginosa y A. bawmannii.

Materiales y métodos

Muestra

La muestra en estudio, estuvo conformada por 49 cepas de
bacilos Gram negativos que mostraron un patron de
sensibilidad intermedia o resistencia a los carbapenems;
criterios de seleccidn tomados a partir de la CLSI en el 2005
para Pseudomonas aeruginosa., Acinetobacter spp., ¥
Enterobacterias (9).

Estas cepas fueron aisladas en las secciones de Bacteriologia
de los siguientes centros asistenciales: Hospital 1. M de los
Rios (JMR), Hospital General del Oeste “José Gregorio
Hernandez” (IGH), Policlinica Metropolitana (PM),
Maternidad Concepcidn Palacios {MCP), Hospital
Universitario de Caracas (HUC), Hospital Domingo Luciani
{(HDL), Hospital Clinicas Caracas (HCC), Uroldgico San
Romén { USR).

Secuencia de los iniciadores utilizados en el estudio para
Ia deteccion molecular de las MBLs de las familias VIM-2,
IMP-2 ¢ Integrones de Clase 1.

Determinacion del perfil de susceptibilidad antimicrobiana
El estudio de susceptibilidad fue realizado mediante la
metodologia de Kirby Bauer sugerida por la CLS1 2005, a
catorce antibidticos de diferentes familias (9).

Detecciin de Carbapenemasas

Test de Hodge: Para la realizacién del test se inoculd la
superficie de una placa de Agar Mueller Hinton con una cepa
de E. coli ATCC-25922 con una turbidez de 0,5 del estindar
MeFarland, posteriormente se colocd una estria desde el centro
a la periferia de la placa con la cepa en estudio y se dejo a
temperatura ambiente durante 15 min, una vez transcurrido

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de BioanalistasEspecialisias

D



Resistencia a carbapenems mediada por metalo-fi-lactamasas en bacilos Gram negativos aislados de ambientes hospitalarios

este tiempo se procedio a colocar un disco de IMP con una
concentracion de 10pg en el centro de la placa v se incubd a
37°C durante 24 horas. La presencia de una reduccion del halo

de sensibilidad de la cepa E. coli ATCC-25922, es producto
de la inactivacién del antibiGtico ejercida por la actividad
hidrolitica de las carbapenemasas {15).

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores para la tipificacion de MBLs de la familia IMP-2, VIM-2 e integrones clase 1.

Mombre iniciador Secuencia (5—)37)

Producto de
amplificacion

Referencia

Eubacterial 168 ARNr plus 5= AAC TGG AGG AAG GTG GG AT = 1 371 pb Mason, Wy col, 200011}
Eubacterial 165 ARNrminus 5" - AGG AGG TGATCC AAC CGCA-Y 371 pb Mason, Wy col, 2000 (10)
Iniciador IMP-2 plus 5-GTTTTATGT GTATGC TTC C-3° 678 ph Shibata, N y cof, 2003 (11}
Iniciador IMP-2 minus 5-AGCCTG TTC CCATGT AC- 3" 678 pb Shibata, N y eof, 2003 (11;
Iniciador VIM-2 plus 5'- CCG ATG GTG TTT GGT CGT AT- 3 744 ph Yatsupanagi J v eol, 2004712)
Iniciador VIM-2 minus 5-GAATGC GCAGCACCAGGAT-3 744 pb Yatsupanagi S y cof, 2004712}
Iniciador VIM-2" plus 5-GTC TAT TTGACC GCG TC- ¥ 270 pb Toleman, M* y col, 2002 {13)

Iniciador VIM-2" minus 5°- CTACTC AAC GAC TGA GCG- ¥° 270 pb Toleman, M* y col, 20012 {13)
Iniciador In CS minus 5°- GGC ATC CAA GCA GCAAGC- 37 Variable Di Conza y cof, 2002 (14)
Iniciador In CS plus 5°- AAG CAG ACT TGA CCT GAT- 37 Variable Di Conza y cal, 2002 (14)

Deteccidn de Metalo-B-lactamasas

E-Test: Para la realizacion de este test se colocaron tiras im-
pregnadas con imipenem (IMP) imipenem + EDTA (IMPT)
en un placa de Agar Mueller Hinton inoculada con una dilu-
cion de cada cepa al 0,5 de la escala MacFarland. Se incuba-
ron a 37°C durante 24 horas. Fue considerada la presencia de
metalo-B-lactamasas cuando la relacién entre la CIM IMP/
CIM [Pl cra = a 8 (16). Sin embargo, ciertos autores refieren
que relaciones = a 5,3 deben ser tomadas en cuenta, ya que
cabe la posibilidad de que la expresién de varios mecanismos
de resistencia cnmascare la presencia de la metaloenzima, dis-
minuyendo la sensibilidad de la prueba (5). Estas considera-
ciones fueron tomadas en cuenta en nuestro estudio.

Test de EDTA de Doble difusion del disco: en una placa de
Agar Mueller Hinton inoculada con una dilucion de cada cepa
problema al 0,5 de la escala McFarland, fueron colocados un
disco de meropenem (MEM), v un disco de imipenem (IMP),
entre un disco de papel filtro con una solucién de EDTA al
3%, separados a una distancia de 15 mm. De la misma manera
se colocd otro disco de IMP al cual se le afadié 20 pl de
EDTA al 3%, se incubd a 37°C por 24 horas (16). Un resulta-
do positivo se evidenciaba, por la presencia de un efecto
sinergistico (deformacion del halo de inhibicion) entre el dis-
co de EDTA 3% y alguno de los dos carbapenems o por la
obtencion de una diferencia = 4 mm entre los halos de inhibi-
cion del disco de IMP/EDTA vy el disco IMP.

Reaccidin de la Cadena de Polimerasa (PCR)

El procedimiento se llevo a cabo segin una modificacién del
protocolo de Chanawong v col (17): La reaccidn de amplifi-
cacion fue realizada con 2,5 pl de Buffer de PCR
(INVITROGEN) 2,0 pl de MgCl, (INVITROGEN) 1,0 pl de

Acta Cientifica de 1a Sociedad Venezolana
de BioanalistasEspecialistas

desoxinucleotidos difosfato 10 Mm, 1,0 pl de cada primers,
1,0 pl de suspension celular y 16,5 pl de mezcla Agua -Tag
polimerasa (INVITROGEN),

El termociclador BIORAD gene cycler™ fue programado
segin los siguientes protocolos de trabajo: IMP-2, | ciclo de
ruptura celular a 95°C por 4 minutos, 35 ciclos de:
desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, annealing a 55°C por
| minuto, extension a 72°C por | minuto y 30 segundos vy |
ciclo de extension final a 72°C por 3 minutos. VIM-2:1 ciclo
de ruptura celular a 95°C por 4 minutos, treinta (30) ciclos de:
desnaturalizacion a 94°C por | minuto, annealing a 55°C por
45 segundos, extension a 72°C por 1 minuto v | ciclo de ex-
tensidn a 72°C por | minuto, INTEGRONES CLASE [: Un
| ciclo de ruptura celular a 95°C por 10 minutos, treinta (30)
ciclos de: desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, annealing a
55°C por | minuto y 30 segundos, extension a 72°C por |
minuto y 1 ciclo de extension a 72°C por 5 minuto,

Para certificar que la técnica fue realizada en las condiciones
ideales se empled un control positivo con primers universal
(amplifica la subunidad 168 ARNr, regién conservada en to-
das las bacterias, necesario para verificar la extraccion del
ADN), control positivo M-3129 para VIM-2, control positivo
M-7017 para IMP-2 (ambos controles donados por ¢l Dr,
Marcelo Galas, Instituto Carlos Malbran Buenos Aires Argen-
tina) ¥ un control positivo para integrones £ cofi 4412 (17),
control negativo P geruginosa ATCC 27853 v un control de
contaminacion sin DNA,

Los productos de amplificacidn fueron detectados en gel de
agarosa al 1,2% teflido con bromuro de ethidio al 0,5 pg/ml.

| Iy |



Resistencia a carbapenems mediada por metalo--lactamasas en bacilos Gram negativos aislados de ambientes hospitalarios

Resultados

Patrin de susceptibilidad antimicrobiana

P. Aeruginosa y A. bawmannii

wr— = = T e s e T

Porcentajes

MEM CIiP AK CH ATM FPIP aTIC

Antibidticos

Intermiedizs B Resstenies

En este grifico se puede observar el alto nivel de resistencia a
miltiples antibidticos, entre la familia de los B-lactimicos, el
artreonam es la droga que presenta menor porcentaje de resis-
tencia (38%), este resuliado se correlaciona con la presencia
de MBLs ya que este tipo de enzimas no hidrolizan dicha dro-
ga. De la misma manera se puede observar que para las alter-
nativas terapéuticas amikacina, gentamicina y ciprofloxacina,
los niveles de resistencia alcanzan el 80%,

Figura la.

Figura 1b.

Deteccidn de MBLs
mediante difusion del disco

Deteccién de carbapenemasas
mediante el test de Hodge.

Figura lc.

Deteccion de MBLs mediante E-test

Figura 1. Deteccion fenotipica de Carbapenemasas y
Metalo-B-lactamasas.

Deteceion fenotipica y molecular de MBLs.

En la Tabla 2 podemos observar que las metodologias
realizadas para la deteccion fenotipica de MBLs son predictivas
de la presencia de MBLs del tipo VIM-2, con excepcidn de
tres cepas que resultaron Hodge v EDTA positiva, E-Test
negativo y molecularmente presentaba MBLs de tipo VIM-2.

Tabla 2. Comparacidn entre los resultados del Test de
Hodge, Test de EDTA al 3%, metodologia por E-Test y
deteccidon molecular de MBLs del tipo VIM-2.

Test Hodge Test EDTA E-Test ViM-2

Pasitive Positive Paositivo Positive
Microorganismaos
analizados M %a N° B N % NT %
4. baumanrmii 11 224 05 0.2 03 7.5 3 6.1
P aernginosa 27 55.1 25 510 20 50 15 306
Enterobacterias 0 0.0 (¥ 0.0 0 0.0 0 00
Totales k1] T1.5 0 612 23 575 18 367

12 3 456788910 11121314

2072 pb -
1500 pb e 774 pb
600 pb «::L
71 pb
300 pb

Figura 2. Deteccion de MBLs de la familia VIM-2 por
PCR. Corrida Electroforética en gel de agarosa 1,2%.
Carriles: 1) DNA ladder 100ph. 2) Control positivo Pae-
MS5109 (ADN bacteriano). 3) Control negativo Pae-ATCC-
27853. 4) Control positivo Pae-M5109. 5) Pae-408. 6) Pae-
418. 7) Pae-419. 8) Pae-5100. 9) Pae-425. 10) Pae-426. 11)
Pae-429. 12) Pae-449. 13) Pae-571. 14) Control negativo
(sin DNA).
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Los productos de amplificacion de PCR que se muestran en
la Figura 2, corresponden a los resultados de la deteccion de
MBLs de la familia VIM-2, en los cuales se observa una banda
que se encuentra en el rango de 774 pb, la misma se
correlaciona con el tamafio tedricamente estimado en la
biisqueda de la secuencia del gen de VIM-2 en el Gen Bank,
que es de 774 pb.

Deteceion Molecular de Integrones Clase | en aquellas
Cepas Productoras de Metalo-f-Lactamasas tipo VIM-2
De las 18§ cepas (60%) caracterizadas genotipicamente, que
resultaron MBLs de la familia VIM-2, se encontrd que 17
{94%) presentaban integrones clase 1, mostrando diferentes
bandas con pesos moleculares entre 250 pb y superiores a 2072
pb: destacando que en 1) cepas se observd un patron repetido
de bandas entre 1400 v 1500 pb, en 12 de ellas bandas entre
400 v 500 pb y 9 mostraron bandas con pesos moleculares
elevados (entre 2000 ¥ =2072 pb).

Tabla 3. Tipificacién molecular de Integrones clase len
cepas de P. aeruginosa y A. bawmannii productoras de
MEBLs de la familia VIM-2 aisladas de los ocho Centros
Asistenciales del drea Metropolitana de Caracas 2005-
2006,

Deteccion molecular de integrones clase |

Microorganismos N®cepas  N" positivos i
analizados totalcs

A, baumannii i 2 a7
P aeruginosa 15 15 100
Totales I8 17 04

En la corrida electroforética correspondiente a la figura 3 se
muestra la migracién del producto de amplificacion de
diferentes cepas como sigue: carril 1 marcador de peso
maolecular de 100 pares de base, control positive P aeruginosa
M35109 con primer universal, carril 2 control negativo £
ceruginosa ATTCC-27853 para integrones, carril 3 control
positivo E. coli 4412 para Integrones, carriles del 4 al 18 y 19
cepas de P aeruginosa respectivamente, carril 20 control
negativo sin DA y carril 21 marcador de peso molecular fago
& Hind II1.

Deteccidn Molecular de Metalo-B-Lactamasas tipo IMP-2
A partir de las 17 cepas que demostraron ser negativas para la
caracterizacion molecular de las MBLs de la familia VIM-2,
se realizd la deteccion de MBLs del tipo IMP-2 en donde a
pesar que los controles positivos y negativos mostraron
amplificacion en la reaccion, las cepas probadas no presentaran
amplificacidn positiva con estos iniciadores; sin embargo esto
no excluye la presencia de otras MBLs en esas cepas o [a
presencia de IMP-2 en las cepas productoras de VIM-2.

E-I Acta Cientifica de la Sociedad Yenezolana
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Figura 3. Deteccidn de Integrones de clase 1 por PCR.
Corrida Electroforética en gel de agarosa 1,2%. Carriles:
1) DN A ladder 100ph. 2) Control positive Pae-M5109 (ADN
bacteriano). 3) Control negativo Pae-ATCC-27853. 4)
Control positivo E.coli 4412, 5) Pae-408. 6) Pae-415. 7) Pae-
419. 8) Pae-420 9) Pac-425. 10) Pae-427. 11} Pae-426. 12)
Pae-429. 13) Pae-449. 14) Pae-564. 15) Pae-571. 16) Pae-
573. 17) Pae-590. 18) Pae-593. 20) Control negativo (sin
DNA}Y 200 DNA Lambda Hind 111

Discusidn

En los (ltimos afios la aparicidn v diseminacidn de cepas
multirresistentes a diversos antibidticos, en Bacilos Gram
negativos, especialmente A. baumannii, F. aeruginosa y €n
menor grado en Enterobacterias; supone un grave problema
terapéutico y epidemioldgico. Estos microorganismos se han
convertido en los Gltimos afios en los patdgenos nosocomiales
mas relevantes como causantes de numerosas epidemias
intrzhospitalarias a nivel mundial, afectando especialmente a
pacientes criticos que ingresan a las unidades de cuidados
intensivos. Los carbapenems constituyen una de las mejores
opciones terapéuticas por su alta eficacia para el tratamiento
de estas infecciones; sin embargo, su uso indiscriminado
asociado a otros factores propios del ambiente hospitalario y
condiciones del paciente, han permitido la aparicidn de cepas
resistentes a este antibidtico; permitiéndose de este modo la
disminucién de la eficacia terapéutica y la facil propagacion
de estos microorganismos en el ambiente hospitalario.

Los resultados del Test de Hodge de la poblacion en estudio,
revela que el mecanismo enzimdatico es el que aparentemente
prevalece, tal como se observa en diversos estudios realizados,
entre ellos el realizado por el Sentry (2003), en donde se
demuestra que a partir de aislamientos de bacilos Gram
negativos no fermentadores (Acinetobacter y Pseudomonas)
resistentes a carbapenems recolectados de varios paises (6).
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En relacidn a la deteccidn fenotipica de MBLs mediante el
Test de EDTA. se demostrd que existe un alto porcentaje de
resultados positivos (61,2%) en estas cepas de bacilos Gram
negativos correspondiente a 30 aislamientos de un total de 49,
En algunos casos la interpretacion del resultado del Test de
EDTA fue complicada, afiadiendo el hecho de que variaciones
en la preparacion del disco o distancias entre los discos en la
placa modifican el resultado, es por ello que se estandarizd el
método de acuerdo a los ensayos realizados v las cepas
controles productoras de MBLs (P aeruginosa M-5129, P
aeruginosa M-7017), y las cepas controles no productoras de
MBLs (E. coli ATCC- 25992 y P, aeruginosa ATCC-27853)
Para disminuir el hecho de que la solucién de EDTA pudiese
interferir en el crecimiento de las cepas v distorsionar el
resultado, resultd mucho mas eficaz la utilizacion de EDTA al
3% y la alternativa del método utilizando 4 discos IMP, MEM,
EDTA e IMP+EDTA; sin embargo no se pudo eliminar por
completo la distorsion del resultado, causado por la inhibicion
competitiva del EDTA sobre otras reacciones enzimaticas en
ciertas cepas ensayadas, tales como PacPMA08, Abe]MR41E,
PacMATA33, PacHCCS75: en estos casos se restd el excedente
del valor (mm) del halo de EDTA al halo de IMP+EDTA (Ej.
EDTA 9 mm, IMP+EDTA 15 mm, el nuevoe valor de
IMP+EDTA es de 12 mm).

En cuanto al E-Test, 40 de las cepas estudiadas fueron
analizadas con esta metodologia, encontrandose un alto
porcentaje de resultados positivos tomando como punto de
corte el valor de 5,33 en la relacion IMP/ IMP-EDTA (5). La
mayoria de los mismos se encontraron en aislados de P
aeruginosa, estos resultados sugieren que al obtener relaciones
en el rango de 5,33 mediante la metodologia de E-test, se
debe tratar en la medida de lo posible de confirmar la deteccion
mediante ensayos mas sensibles, ya que en diversos casos
demostramos molecularmente la presencia de genes MBLs tipo
VIM en cepas cuyos puntos de corte fueron 3,33, En cuanto a
las cepas de 4. baumarnnii se observo que el mayor porcentaje
de las cepas resultaron negativas con relaciones menores a
5,33.

En relacion a la deteccion genotipica de MBLs encontramos
que nuestra poblacién ensayada presentd los genes para MBLs
de la familia VIM-2 de acuerdo con los analisis realizados
con dos iniciadores diferentes para VIM-2 (VIM-2 y VIM-
2a), los cuales mostraron un 100% de reproducibilidad. En el
estudio se observo que el mayor porcentaje de esta enzima se
encuentra en los aislamientos de P. aeruginosa tal y como lo
demuestran los reportes realizados por el SENTRY en el afio
2005 (6), asi como estudios realizados por Poirel y Nordmann
en el 2002 donde sefialan la deteccion de esta variante
enzimatica fundamentalmente en aislamientos clinicos de P
aeruginosa (3).

Cabe destacar que la deteccidn de MBLs VIM-2 cn las cepas
de A. bawmanni es el primer hallazgo realizado en nuestro
pais; en relacién a esto, en Latinoamérica son escasos los
reportes de MBLs de la familia VIM en A. baumannii (6). Sin
embargo en el porcentaje correspondicenie a cepas negativas
para la tipificacién molecular, no se puede descartar la
presencia de otros miembros de MBLs dentro de las cuales
seria de importancia investigar MBLs del tipo SPM-1, va que
como lo refieren ciertos estudios ha sido encontrada
unicamente en Latinoamérica (Brasil) en aislamientos de P
aeruginosa (13), hecho que resulta de importancia
epidemioldgica por su cercania geografica con nuestro pais.
El estudio molecular permitié demostrar que la deteccion
fenotipica puede predecir la presencia de MBLs, asi como
también que en el Area Metropolitana de Caracas se encuentran
cepas productoras de MBLs del tipo VIM-2 hecho que se
correlaciona con el reporte realizado por el Antimicrobial
Surveillance Program, en el afio 2004 en tres cepas de P
agruginosa Caracas-Venezuela (6), del mismo modo reafirma
la diseminacidn de dichos clones enzimdticos en América ya
que existen reportes de estas enzimas donde destacan la
presencia de VIM-2 en aislamientos clinicos de P aeruginosa
en Cali-Colombia (18) , Argentina y USA.

Las cepas que resuliaron negativas para la deteccion de VIM-
2 fueron caracterizadas en la bisqueda de MBLs de tipo IMP-
2, seleccion hecha por ser este tipo de enzima la mas
frecuentemente encontrada después de VIM-2, asi como
también por la homologia aminoacidica; con respecto a lo
anterior no se detectaron cepas positivas, sin embargo; no
puede ser descartada como se menciond anteriormente la
presencia de otro tipo de MBLs como variantes de IMP, VIM
y SPM-1, entre otras en esta poblacidn, ya que existen estudios
donde reflejan la presencia de VIM-7 en aislamientos clinicos
de P geruginosa en USA (19), IMP-16 en aislamienios de P
aeruginosa Brasil (6), IMP-1 en cepas de 4. baumannii en
Argentina y Brasil (6), asi mismo tampoco puede ser excluida
la posibilidad de que la poblacidon que mosird deteccion
genotipica positiva para VIM-2 presenten alguna de las
previamente nombradas e incluso MBLs del tipo IMP-2.

La determinacion genotipica de integrones clase | en las cepas
portadoras de genes VIM-2 sugiere que en nuestra poblacion,
probablemente estos genes estén asociados a dichas estructuras
genéticas; tal como lo sefialan diversos estudios (18) donde
demuestran la localizacién de estos genes de resistencia en
MBLs de la familia VIM-2. La ubicacion de estos genes, a su
vez en elementos moviles como los plasmidos, facilita la
expansion de estos elementos de resistencia en diversos géneros
bacterianos asi como su diseminacion en los centros
asistenciales si no son tomadas en cuenta medidas de control.
La mayoria de las cepas VIM-2 positivas mostraron la
presencia de varias bandas sugestivas de integrones, situacion
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que evidencia que las cepas portadoras de estos genes MBLs
v de otros genes de resistencia, tienen la capacidad de albergar
y capturar genes de resistencia a diferentes antibidticos,
transferirlos mediante conjugacion si los mismos estan
asociados a plasmidos conjugativos y diseminarlos a otros
géneros bacterianos, situacién que ya se esta evidenciando a
nivel mundial, con los recientes reportes de Enterobacterias
productoras de MBLs, sin duda alguna, este panorama genera
un impaortante reto a la terapéutica antimicrobiana actual y al
laboratorio de microbiologia, que debe estar en la capacidad
de detectar, vigilar e informar estos mecanismos de resistencia.

En este trabajo no se detectd la presencia de MBLs en las
cepas de enterobacterias estudiadas, probablemente la
resistencia observada en estos aislados, se debe a la expresion
de varios determinantes de resistencia, como la sobreexpresion
de la B-lactamasa cromosomica AmpC y a la disminucidn de
la permeabilidad, por perdida de porinas (3,4,6),

En relacién a las cepas positivas para MBLs del tipo VIM-2
se observd correlacidn para las metodologias del Test de EDTA
y de E-Test, sin embargo, se encontraron tres resultados
discrepantes en los cuales la relacion IMP/ IMP-EDTA fue
menor a 5,3 mm, lo cual puede ser causado por un efecto
inhibitorio producido por el EDTA o que posiblemente la
expresion de la enzima se encuentre en un rango que no pueda
ser detectado por dicha metodologia (5), asi como también
cabe la probabilidad tal y como sefiala Sanchez y col, que la
expresion de varios mecanismos de resistencia enmascare la
presencia de la metaloenzima, disminuyendo la sensibilidad
de la prueba (5).

A pesar de la utilidad de los test fenotipicos descritos como
técnicas de uso rdpido en el laboratorio de microbiologia, los
resultados de este estudio indican y apoyan la sugerencia de
olros autores con respecto a la necesidad de realizar también
deteccion molecular para la caracterizacion especifica de
nuevas carbapenemasas,

Conclusiones y recomendaciones

De un total de 49 cepas ensayadas en este trabajo, donde se
evidencio resistencia y resistencia intermedia a carbapenems
se obtuvieron los siguientes resultados:

Existe un alto porcentaje (77%) de cepas positivas para la
deteccidn fenotipica de carbapenemasas por la metodologla

del Test de Hodge.

El 61,2% de cepas estudiadas presentaron resultados positi-
vos en la deteccidn de MBLs mediante Test de EDTA.

La metodologia del E-Test, la cual fue realizada a 40 de las 49
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cepas estudiadas indica que el 57% son productoras de MBLs
fenotipicamente.

Se obtuvo que 37% de un total de 49 cepas ensayadas presen-
tan MBLs de la familia VIM-2 en los géneros de P aeruginosa
y A, baumannil.

A partir de las cepas productoras de MBLs de la familia VIM-
2 se detectd la presencia de integrones clase [, evidenciandose
que el 94% de estas |8 cepas, presentan estas estructuras de
almacenamiento y reservorio genético, lo cual posiblemente
indique que estos integrones estén asociados a la tranferencia
gendtica de estas metaloenzimas.

Se recomienda utilizar el Test de EDTA al 3% como prueba
de rutina para la deteccidon de MBLs en el laboratorio de mi-
crobiologia, pues se ohtienen resultados confiables con esta
metodologia,

Los profesionales de la salud deben incrementar medidas de
bioseguridad en los hospitales para evitar la transmision de un
paciente a otro de estas cepas, tales medidas incluyen el co-
rrecto aseado de las manos, el uso de guantes y batas
desechables por paciente, entre otras cosas, pues de no ser asi
este problemas ha de incrementarse ain mas e incluso que
estas cepas se diseminen a los ambientes extrahospitalarios,
tal como ocurrié con las BLEE.
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Valor prondstico de los niveles séricos de la Interleukina- 6
en Linfoma No Hodgkin

Priva Zabner de Oziel, Claudia Galizia, Rosa Somoza, Valentina Wallis, Jean Desenne, Marina Gonzilez, Antonieta Natale,
Gretta Acquatella, Marisela Morales, Yasmin Orddfiez, Maria Alejandra Torres, Ana Monzon de Orozeo, Alxa Milller

RESUMEN

La Interleukina-6 (1L-6) €5 una potente citoguina inmunomodulatoria identificada como factor prondstico en Linfoma Mo Hodgkin (LNH).
El objetive del trabajo fue investigar el valor prondstico de la IL-6 en pacientes con LNH, su correlacion con las caracteristicas clinico-
patoldgicas, los marcadores bioldgicos: lactato deshidrogenasa (LDH), Beta 2 microglobulina (B2M), Proteina C reactiva (PCR), Velocidad
de sedimentacion globular (VS0 Aspartato aminotransferasa (AST). Alanina amino transferasa (ALT) vy Fosfatasa alcalina (FALC); el
indice Pronostico Internacional (1P1). la evolucion clinica y sobrevida. Se recolectaron muestras de suero de 61 pacientes con Linfoma No-
Hodgkin (LMNH) antes de iniciar el tratamicnto, de edad promedio 52 afios (rango 19-78 afios), de los cuales 46 casos (76%) se clasificaron
como linfomas agresivos y 15 casos (24%) como linfomas indolentes. Segin el IP, 13 casos (21%) se categorizaron de alto riesgo y
48 (79%) de bajo ricsgo. Eltiempo promedio de seguimiento de la enfermedad correspondid a 30 meses (rango 3 -48 meses). Se procesaron
20 muestras de controles sanos donantes del Banco de Sangre. Las muestras de los pacientes y los controles se conservaron a -70°C hasta
su procesamiento. La [L-6 se determind aplicando el método de inmunoensayo enzimdtico adsorbente (ELISA), sensibilidad <0.7 pe/ml y
los marcadares biologicos: B2M, PCR, VSG, LDH, ALT, AST y FALC, por métodos de Inmunoensayo enzimatice sobre microparticulas
{MEIA), aglutinacion directa, Wintrobe, y cinético, respectivamente. Los niveles séricos de IL-6 en los pacientes con LNH (mediana 3,03 pg/
ml, rango <0,7-267), fueron significativamente superiores al grupe control  (mediana <0,7 pg/ml, rango =0.7- 1,99 p=< 0,05, Resularon
significativamente elevados en pacientes con: =2 regiones exiraganglionares (p = 0,03), enfermedad voluminosa >10em (p=0.04} y niveles
elevados de: LDH (p=0,0001}, BIM (p=0,0001), PCR ( p=0,0001), AST (p=0.0001}, y V5G (p =0.01). Los pacientes de alto riesgo presentaron
niveles de 116 significativamente superiores al grupo de bajo riesgo (p=0.04). Las concentraciones de 11-6 se correlacionaron significativamente
dee forma lineal y dirceta con: sintomas B, IPL, LDH, B2M, PCR y AST (p=<0,05). Se detectaron niveles elevados de [L-6 (= 1,99 pg/ml) en
el 46% de los pacientes que entraron en remision completa, el 52% de los que entraron en remision parcial, el 753% con progresion de
enfermedad y el 63% de los fallecidos. En el grupo total de los pacientes con LNH, la sobrevida global de los pacientes con niveles elevados de
IL-6 fue significativamente inferior comparada con el grupo de pacientes con niveles séricos de TL-6 normales (p= 0,007). Los resultados
abtenidos sugieren la significancia de niveles elevados de [L-6 como marcador prondstico adverso en pacientes con LNH.

Palabras clave: Interleukina-6, Linfoma No Hodgkin, factores pronosticos,

Prognostic value of serum interlukin-6
in Non Hodgkin’s Lymphoma

SUMMARY

Interleukin- 6 (IL-6) is a potent immunomodulatory cytokine being identified as a prognostic factor for Non- Hodgkin’s Lymphoma (NHL).
The aim of this study was to investigate the prognostic value of 1L-6 in patients with MHL, its correlation with the clinical - pathological -
characteristics, and the biological markers: Serum Lactacte Dehydrogenase (LDH), Beta 2 microglobulin (B2M), C-Reactive Protein (CRP).
Erythracyte Sedimentation Rate (ESR), Serum Aspartate Transaminase {AST), Serum Alanine Transaminase (ALT), Serum Alkaling Phos-
phatase {ALP); the International Prognostic Index (1P, the clinical following- up and the survival. 61 serum samples were collected from
patients with NHL before starting the treatment; the mean age of the patients group was 32 years {range 19-78 vears old), 46 cases (7o)
were classified as ageressive lymphomas and 15 cases (24%) as indolent lymphomas. According to the IP1, 13 cases (21%) were classified
as high risk group and 48 cases (79%) as low risk group. The average time of following- up was 30 months {range 3-48 months), 20 healthy
control samples, coming from blood bank donors were taken. All patients and control samples were kept al =70°C until their processing, The
[L-6 was determined applying the enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) sensitivity < 0.7 pe/ml, and the biclogical markers: BIM,
CRP, ESE. LDH, AST, ALT and ALP by the methad of micro particle enzyme immunoassay (MEIA), direct agglutination, wintrobe and
kinetic respectively. The IL-6 serum levels in the patients {median 3.03 pg/ml, range < 0.7-267), were significantly higher than the control
group (median < .7 pg/ml, range < 0.7- 1.99) p< 0.05. The IL-6 serum concentrations resulted significantly elevated in patients with: more
than 2 extranodal sites (p=0.03), bulky disease = 10 em (p=0.04) and increased values of: LDH (p=0.0001), B2M (p= 0.0001), CRP
{p=0.0001), AST ( p=0.0001) and ESR {p=0.01). The high risk patients showed up IL-6 levels significantly higher than the low risk group

[receion: Instituto de Oncologia v Hematologia (10H), U.C V.- M5 Unidad de Linfoma, Laboraterio de [nmunologia, Laboratorio General,
Solicitar copin a: Priva Zabner de Oziel: privaozieli@hotmail com
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Valor prondstico de los niveles séricos de la interleukina- 6 en linfoma no hodgkin

(p=0.04). The 1L-6 levels were significantly correlated in a linear and direet way with: B symptoms, [PI, B2M, LDH, CRP and AST (p<
0.05). The IL-6 levels were elevated (> 1.99 pg/ml) in the following groups of patients: 46% of the patients who had a complete remission,
52% of the patients who had a partial remission response, 75% with disease progression and 63% of the non survivors. In the whole group.
patients with elevated serum IL-6 levels had inferior overall survival (p= 0.007) compared with those with normal serum [L-6 levels. Our
research results suggest that 1L-6 elevated levels can be helplul as a prognostic marker in NHL patients.

Key words: Interlukin-6, Mon Hedgkin's Lymphoma, prognostic factors.

Introduccion

Los Linfomas Mo Hodgkin {(LNH) son un grupo heterogéneo
de neoplasias linfoides que presentan una diversidad de
cuadros clinicos vy diferentes respuestas al tratamiento. Su
incidencia ha aumentado notablemente en los dltimos 30
afios. En la mayoria de los casos las causas del LNH son
desconocidas, ain cuando se han asociado factores de riesgo
como inmunodeficiencias, agentes infecciosos, infeccion por
VIH-SIDA, enfermedades autoinmunes, desdrdenes
linfoproliferativos post-transplante, alteraciones genéticas,
edad, sexo, medio ambiente, exposicién ocupacional, dietas
y otras exposiciones (1-8).

Encuanto a la patogénesis, los LNH resultan de la expansion
clonal de linfocitos B 6 T que son transformados en diferentes
ctapas durante.el proceso de diferenciacién y maduracion (1-
4).

La aplicacion de marcadores clinicos v biologicos de
significancia prondstica son itiles para el abordaje de los
pacientes con LNH. En este sentido, el indice Prondstico
Internacional ([PT){9), comprende cinco (3) factores de riesgo:
edad mayor de 60 afios, estadio clinico Il - IV {enfermedad
avanzada), nimero de dreas extraganglionares > 1, estado
funcional alterado (Karnosfky < 70%) y niveles elevados de
lactato deshidrogenasa (LDH =100% del valor referencial),
permitiendo la categorizacién de los pacientes en cuatro (4)
grupos de riesgo, en base al nimero de factores adversos: bajo
riesgo (ninguno o un solo factor), riesgo intermedio bajo (dos
factores), intermedio alto (tres factores) y alto riesgo (cuatro
o cinco factores). Este modelo predictivo originalmente fue
establecido para los LNH agresivos y posteriormente fue
validado para todos los grados de malignidad, siendo util para
el disefio y seleccion de protocolos terapéuticos (10).

En los afios subsiguientes a la publicacion del IPI se han
estudiado una variedad de marcadores biolégicos que pudieran
complementar la informacion aportada por el IP1. En relacion
a la patogénesis de los LNH, las citoquinas juegan un rol de
importancia, como factor prondstico relacionado con la
respuesta del paciente frente al tumor y su respuesta
inmunoldgica (11). Las citoquinas son proteinas de bajo peso
maolecular, producidas por linfocitos y macrofagos y actian
en forma autocrina y paracrina. Funcionan regulando las
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respuestas inmune e inflamatoria, la hematopoyesis, las
respuestas de fase aguda y otros procesos biologicos (12).
La Interleuquina-6 (IL-6) es una potente citoquina
inmunomoduladora y pleiotropica. originalmente identificada
como el factor 2 estimulante de células B, y ha mostrado tener
un significado patogénico y prondstico en LNH. Es un potente
factor de crecimiento y diferenciacion, producide por varios
tipos celulares que incluyen linfocitos T y B normales v
neopldsicos, monocitos, macrafagos, fibroblastos v
hepatocitos. Estimula la secrecion de reactantes de fase aguda,
induce fiebre y sudoracion, siendo un inductor de la sintesis
de fibrindgeno hepatico ¢ inhibidor de la sintesis hepatica de
la albimina v raramente es detectada o se encuentra en muy
bajas concentraciones en el suero de individuos sanos. Los
niveles de IL-6 se han correlacionado con el prondstico v la
sobrevida en pacientes con LNH de diferentes grados de
malignidad (13-15).

En el presente estudio nos proponemos investigar el valor
prondstico de los niveles de la IL-6 en pacientes con Linfoma
No Hodgkin, su correlacion con las caracteristicas clinico
patoldgicas v marcadores biolégicos tales como: Lactato
deshidrogenasa (LDH), Beta 2 Microglobulina {(B2M),
Proteina C reactiva (PCR), Aspartato Amino Transferasa {AST/
SGOT), Alanina Amino Transferasa (ALT/SGPT), Fosfatasa
alcalina (FALC), v Velocidad de sedimentaciéon globular
(V5G), asi como su relacién con la evolucién clinica v
sobrevida de los pacientes.

Materiales y métodos

Pacientes

Se evaluaron 61 pacientes con diagndstico de Linfoma No-
Hodgkin (LNH) confirmado clinica e histopatolégicamente,
los cuales acudieron a la consulta de linfoma del Instituto de
Oncologia y Hematologia U.C. V.- Ministerio de Salud, durante
el periodo 1999 al 2004, siendo el tiempo promedio de
seguimiento de la enfermedad de 30 meses (rango 3 - 48
meses). Se incluyeron pacientes sin recibir tratamiento previo
y con serologia VIH negativo. Se excluyeron del estudio
pacientes con enfermedades asociadas tipo diabetes,
insuficiencia renal y otras, con LNH previamente tratado v
pacientes VIH positivo,

Los pacientes se clasificaron histopatolégicamente segin la
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Valor prondstico de los niveles séricos de Ia interleukina- 6 en linfoma no hodgkin

clasificacidn de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
(16}). Para laestadificacion de los pacientes se aplico el sistema
de clasificacion de ANN ARBOR: siendo los estadios I- 1
(enfermedad localizada), y estadios 111- 1V {enfermedad
avanzada) (17). El estado funcional de los pacientes se
determind aplicando la escala de Karnosfky (18). De acuerdo
al IPl se clasificaron los grupos de riesgo: bajo riesgo
{favorable e intermedio bajo) vy alto riesgo (intermedio alto y
alto riesgo). En la prictica clinica con fines prondsticos los
LNH se subdividieron en dos categorias: linfomas indolentes
¥ agresivos.

Grupo control:

Se incluyeron 20 individuos aparentemente sanos, donantes
de Banco de Sangre, para establecer los valores de referencia
(VR) de la determinacion de los niveles séricos de la IL-6.

Evolucidn clinica:

Los pacientes se trataron con esquemas de primera linea
establecidos internacionalmente para los Linfomas No
Hodgkin,

La evaluacion clinica se considerd bajo los siguientes eriterios

(19

Remision completa (R.C.): se define como la desaparicion
de todas las manifestaciones clinicas v signos de la enfermedad,
con normalizacion de las alteraciones radioldgicas v de los
datos bioquimicos que fueran anormales antes de iniciar la
quimioterapia. Una vez finalizado el tratamiento, la respuesta
se mantendrd, al menos tres meses. En caso de infiltracién de
la médula dsea, la desaparicion de la enfermedad morfolégical
histolégica, deberd ir unida a normalizacidn de las cifras
hematoldgicas periféricas (<12 g/dl de Hb, > 100.000
plaguetas/mm’ y = 1,500 granulocitos/mm®).

Remision Parcial (R.P = 50%): Se define comao la reduccion
del 50% o mas de la enfermedad medible durante al menos un
mes. Debe haber ausencias de citopenias periféricas,

Progresion: Aumento en la frecuencia o en la severidad de
los sintomas, o aparicion de nuevas dreas afectadas, o
progresidn de mas de un 25% en las localizaciones tumorales
iniciales.

Sobrevida Global (5.G.): Es el tiempo transcurrido desde que
se hace el diagnéstico y se inicia 0 no un tratamiento hasta la
muerte ocasionada por la enfermedad inicial que se esta
evaluando o hasta la fecha del dltimo control,

Sobrevida Libre de Enfermedad (5.L.E.): Es el tiempo
transcurrido entre la fecha de RC y la nueva aparcidn de
sintomas y signos de enfermedad (recaida).

Métodos:

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién venosa, antes
de la administracién del tratamiento. Para la muestra de sangre
total se utilizaron tubos con anticoagulante EDTA y para la
obtencidn del suero tubos estériles sin anticoagulante, los cuales
se centrifugaron a 2500 rpm, por 10 min y se almacenaron a —
70°C hasta su procesamiento. Las muestras de suero de pacientes
¥ controles se procesaron bajo las mismas condiciones.

Interleukina - 6 (IL-6):

Los niveles de 1L-6 se determinaron en las muestras de suero
de pacientes, estindares y controles, aplicando un ensayo
inmuneadsorbente (ELISA), cuantitative tipo sandwich
(Quantikine: R&D Systems, catalogo De030),

Se adicionaron 100 pl de las muestras, controles y estandares,
a una microplaca de poliestireno de 96 pozos, presentando un
anticuerpo monoclonal murine anti-IL-6 fijado a la fase salida
(anticuerpo de captura), ¥ se incubd por dos (2) horas a
lemperatura ambiente, Posteriormente se realizaron cuatro (4)
ciclos de lavados con solucion de buffer para remover las
proteinas no fijadas. Seguidamente se agregaron 200 ul de un
anticuerpo policlonal anti — 1L-6 conjugado con perdxidasa
de rabano v se incubd por dos (2) horas. Terminado este
periodo, se realizaron cuatro (4) lavados para remover el
reactivo anticuerpo policlonal — enzima, no fijado al complejo
antigena- anticuerpo formado en la primera fase del ensayo. A
continuacidn, se afiadieron a los pozos 200 ul de la solucidn
substrate (perdxido de hidrogeno - cromogeno
tetrametilbenzidina) ¥ se incubd por 20 min a temperatura
ambiente, produciéndose el desarrolle de color proporcional
ala concentracion de IL-6 originalmente presente en la muestra.
El desarrollo de color se detuvo por la adicidn de 50 ul de la
solucidn de parada (Acido sulfirico 2N) v la intensidad del
color se cuantificd mediante un lector de microplacas a una
longitud de onda de 450nm.

Mivel de sensibilidad del ensayo: 0,70 pg/ml.

LDH, AST, ALT Y FALC: Las enzimas se¢ analizaron por
métados cinéticos UV, utilizando un Autoanalizador de
quimica sanguinea (Hitachi modelo 704 Roche): LDH (VR:
BO-285 w/l, Invelab catalogo N 89289), ALT (VR: < 38 v/l
Roche catalogo 851121), AST (VR: = 41 u/l, Roche catdlogo
851132), FALC (VR: <290 w/l, Roche catdlogo N® §1638%)

PCR: Se utilizd el método semicuantitativo, prueba directa
de aglutinacién en placa (Wiener Lab. Lot.006531). VR: <6
mg/dl.

B2M: Se determind mediante el método de Inmunoensayo

enzimdtico sobre microparticulas (MEIA), sistema IMX.
{Abbot, cat. N 69-2197/R11). VR: < 3,4 mg/dl.
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Indicadores hematoldgicos: VSG por el método Wintrobe
Th, VR 0-15 mmh.

Analisis estadistico:

Se aplicaron las pruebas estadisticas no pardmetricas: Test -
Mann-Whitney para determinar las diferencias en la distribucian
de los marcadores entre los grupos, expresadas por la mediana
v el Coeficiente de correlacion de Spearman rank-sum para
determinar lacorrelacidn entre los factores prondsticos. Se aplicé
la prueba exacta de Fisher para el andlisis de las frecuencias; las
curvas de sobrevida se analizaron por el métedo de Kaplan -
Meier y la prueba de Log-rank, para establecer la significancia
estadistica de los factores prondsticos.

La significancia estadistica se establecid como p = 0,05,

Resultados:

Caracteristicas clinico-patoldgicas y marcadores biologicos
de los pacientes con LNH:

Enel presente estudio se evaluaron 61 pacientes con LNH. En la
Tabla 1 se muestran las caracteristicas clinico- patoldgicas: 69%
de los pacientes con edad > de 60 afios (rango 19-84 afios), 59%
del sexo femenine, 61% correspondid al subtipo histolégico
linfoma difuso de células grandes tipo “B”. En relacién a las
categorias prondsticas el 75% correspondio a LNH agresivos v
el 25% a LNH indolentes. El 56% de los pacientes presentaron
enfermedad avanzada (estadio clinico [II-IV), 10% estado
funcional alterado, 66% con afectacion extraganglionar > 1
region, 46% presentaron sintomas B, 66% enfermedad
voluminosa > 10 cm. El 18% presentaron compromiso de
médula dsea vy el 34% enfermedad abdominal. Respecto al IPI,
el 79% comrespondio a LNH de bajo riesgo v el 21% de alio
riesgo.

EnlaTabla 2 se observan los marcadores biolégicos evaluados
en la poblacidn estudiada. EI 15%, 21%, 13%, 13%, 18%,
41% y el 43% de los pacientes evaluados presentaron
respectivamente niveles elevados de LDH, B2M, AST, ALT,
FALC, PCR y VS(G, en base a los valores de referencia
establecidos. Se consideraron niveles elevados de LDH a los
valores mayores al 100% del limite superior del valor de
referencia (9).

Niveles séricos de IL-6 en controles sanos:

La distribucién de los niveles séricos de [L-6 determinados en
la poblacion de controles sanos no correspondid a una
distribucidn gaussiana, estableciéndose el rango de referencia
de < 0,7 - 1,99 pg/ml, con un valor de mediana de 0,7 pg/ml.
Valores de [L-6 superiores al criterio de positividad (1,99 pg/
ml) se consideraron elevados.
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoligicas de los pacientes
con Linfoma No Hodgkin.

Caracteristicas MGl %
Edad =60 afos 19 3l
= (i) afos 42 it
Sexo Mazculing 25 41
Femening 36 39
Clasificacion histolégica Difuse de celulas grandes 37 6l
Celulas del manto 1 I
Parecido Burkint I 2
Celulas grandes anaplasica T 3 5
Celulas T perifericas 2 k]
Inmuneblastico 2 3
Folicular [ 10
Linfocitico pegueno 4 7
Tipo maltoma 1 3
Micosis fungoide 3 5
Calcgorias ABICsivos 4 73
Indalentes 15 15
Estadio clinico [-[1 27 44
n-1v 34 56
Estade funcional Karmnosfky < 70% f 10
= T0% £5 I
Enfermedad extraganglionar = | 21 3
=1 40 Gy
Sintemas B Ausente 31 54
Presente 28 46
Enfermedad voluminosa < l0cm 21 34
= 1 0em 40 hé
Compromise de medula dsea Ausente A0 81
Presente 11 1§
Enfermedad abdominal Ausenle 18 4
Presente 33 3
1P Bajo riesgo 48 79
Alto ricsgo I3 2l

IP1: Indice prondstico internacional
Bajo riesgo (hajo ¢ intermedio hajo)
Alto riesgo (intermedio alto v alto niesgo)

Niveles séricos de [L-6 en pacientes con LNH:

Los pacientes con LNH presentaron niveles de [L-6 (mediana
3,03 pg/ml, rango < (.7-267), significativamente superiores
al grupo control (mediana 0,7 pg/ml, rango <0.7-1,99) p<0,05,
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Tabla 2. Valores de los marcadores bioldgicos en pacientes
con Linfoma No Hodgkin.

Marcadores N® pacientes {61) o
LDH* < 570 UL 52 B5
=570 /L G 15
BIM <34 mgl 48 T
= 3.4 mg/fl 13 21
AST <38 VL 53 87
=38 LWL 8 13
ALT =41 /L i3 87
=41 WL B 13
FALC <290 UL 50 82
=200 LWL 11 18
PCR < 6 mgidl 36 50
= 6 mg/d] 25 41
VS0 < 15 mmh 20 57
=15 mmh 15 43
Valor desconocido 26

PCR: Profeina C Reactiva

FALC: Fosfatasa alealing

B20; Beta 2 microglobulina

ALT: Alanina amino transferasa

AST: Aspartato amino transferasa

W50 Velocidad de sedimentacidn globular
LDH*: Lactato deshidrogenasa

( 10H)% del limite superior del valor de referencia)

De los 61 pacientes evaluados, 33 (57%) presentaron niveles
séricos de [L-6 significativamente elevados (= 1,99 pg/ml) y
26 (43%) niveles indetectables o por debajo del nivel de
sensibilidad del ensayo (0,70 pg/ml} p <0.05 (Tabla 3).

Tabla 3. Niveles séricos de [L-6 en pacientes con Linfoma
No Hodgkin.

Miveles séricos de [L-6 < .99 pe/ml =199 peml p*

Mo. Total de Pacientes =61

Mo, de paeientes (%) 26 (43%) 35 (5T%)
Mediana 0,22 803 < 0,05
Rango <{,7- 1,99 <(,7 - 267

*p significativa = 0,05, Prueha U-Mann-Whitney.

Asociacion de niveles séricos de 1L-6 con las caracteristicas
clinico-patolégicas v los marcadores bioldgicos en los
pacientes con LNH:

LaTabla4 presentala asociacion de los niveles séricos de IL-6 con
las caracteristicas clinico — patologicas de los pacientes evaluados.
Los niveles de TL-6 resultaron significativamente elevados en los
pacientes que presentaron las siguientes caracteristicas clinico-

E: Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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patoligicas: afectacion de mas de 1 Area extranodal (mediana 3,03
pe/ml, rango 0,7-70,8) p=0.03 y enfermedad voluminosa = de 10
cm (mediana 3,70 pg/ml, rango 3.87-267) p =0.03.

Tabla 4. Asociacién de los niveles de IL-6 con las
caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con
Linfoma No Hodgkin.

Caracteristicas M6l Mediana Rango p*
{pg/ml)

Edad < td] afins 19 1,72 L47-748 081
=Gl afos 42 3,29 1576683

Estadio clinico I-1 27 1,79 | 68068 007
- 1% 34 360 0.7-267

Estado Funcional = 70 % L] o464 237668 015

Karnosiky = T0 % is 2,72 0.7-70,78

Enfermedad < 1 21 1,93 1.68-T48 003

extraganglionar > 1 40 3,03 0.7-267

Enfermedad

voluminosa <10 cm 2l 1,68 1,47-70,7 0,04
= 10 cm 40 3,70 187267

Enfermedad Ausente 24 320 1,68 -267.1 0,80

abdominal Presente 13 241 147 - 70,7

il Bajo rigsgo 48 260 0.7-748 004
Alto riespo 13 803 3,55-267

Sintomas B Ausente 33 1,00 3.03-T4 8 080
Presente 28 7,30 1,68-237

Compromizo de Ausente a0 3,29 0,7-74.8 59

medula dsea Presente 11 293 1,68-40,29

IPI; Indice pronostico internacional

p* significativa = 0,05, Test U-Mann-Whitney
Bajo riesgo (bajo ¢ intermedio hajo)

Alto riesgo (intermedio alto v alto riesgo)

En relacidn a los marcadores bioldgicos (Tabla 5), los niveles
de IL-6 se asociaron significativamente con niveles elevados
de: LDH (mediana 12,61 pg/ml, rango 0,7-267) p=0,0001,
B2M (mediana 9,17 pg/ml, rango 3,87-70.8) p=0,0001, PCR
{mediana 8,86 rango 1,47-74.8) p=0,0001 v AST (mediana
11,30 pg/ml, rango 4,8-267) p=0,0001.
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Tabla 5. Asociacién de los niveles de IL-6 con
caracteristicas biologicas de los pacientes con Linfoma

Tabla 6. Correlacion de los niveles séricos de 1L-6 con las
caracteristicas clinico-patolégicas en pacientes con

No Hodgkin. Linfoma No Hodgkin.
Variables M{6l) Mediana Rango p* Caracteristicas r P
ipg/ml)
Edad 0,07 062
Estadio Clinico 021 0,12
LDH 570 U/L 52 2,36 6,05-40,29 00001 2 ’ g
z 570 UL q 12.61 0.7-267 Estado Funcional 0,18 a7
' Enfermedad Extraganglionar 0,01 0,97
B2M <34 mgi 48 1,79 0,7-66,8  0,0001 Enfermedad voluminosa 0,20 0,15
>34 med 13 9,17  3.87-70.8 1Pl 0,26 0,05
AST 38 L 53 2,05 1.68-74.8 0,0001 Sa—_ i .
- = . ; : Ll 19, g Enfermedad Abdominal 0,01 0,93
> 38 LVl ] 11,30 4 8-267 Medula dsea 010 0.46
ALT <41 L 53 2,87 0,7-74.8 0,55 . )
=41 UL g 4,59 1.47-70.9 IPI: Indice pronostico internacional
p* significativa = 0,05. Coeficienie de correlacidn de Spearman rank-sum
FALC < 290 LWL 50 293 0.7-267 0,94
=20l " 3,05 303-M8 Tabla 7. Correlacion de los niveles séricos de IL-6 con los
PCR <6 mg/dl 16 0,85 0,7-25,1  0,0001 marcadores bioldgicos en pacientes con Linfoma No
>6 mg/dl 25 886 147-748 Hodgkin.
Va0 < 15 mmH 20 49 0,7-366 0,01 ; =
> 15 mmH 15 25 0,7- 70,79 Caracteristicas r P
Valor desconocido 26
LIDH 0,31 0,02
B2M 0,49 0,0001
FALC: Fosfatasa alcalina AST 0,27 0.05
V3G Velocidad de sedimentacion globular LT o
s ; : AL 0,2 0.1
PCR: Poteina C reactiva FALC 0.20 014
AST: Aspartalo amino transferasa PCR {|I " m
BIM: Beta 2 microglobulina 0 0,000
ALT: Alanina amino transferasa VSG 0.62 0.0003

LI¥H: Lactato deshidrogenasa
{ 100% del limite supenor del vator de referencia)
*p significativa = (,05. Test U-Mann-Whitney

Asociacidn de los niveles séricos de IL-6 eon los grupos de
riesgo de acuerdo al IPI:

Los niveles de IL-6 resultaron significativamente elevados en
los pacientes del grupo prondstico de alto riesgo (mediana
8,03 pg/ml, rango 3,55-267) respecto al grupo prondstico de
bajo riesgo (mediana 2,60 pg/ml, rango 0,7-74,8) p=0,04.

Correlacion de los niveles de IL-6 con las caracteristicas
clinico-patologicas y los marcadores biolbgicos en pacientes
con LNH:

Los niveles de IL-6 se correlacionaron con las caracteristicas
clinico- patologicas (Tabla 6) y con los marcadores biologicos
{Tabla 7). Se observé una correlacion significativa directa y lineal
con los siguientes marcadores: IP1 p= 0,05, sintomas B
p=0,0001, LDH p= 0,02 (Figura 1), B2M p=0,0001 (Figura 2),
AST p= 0,05 (Figura 3), PCR p=0,0001 (Figura4)y VSG p=
0,0003.

It

LDH : Lactato deshidrogenasa

PCR: Proteina C Reactiva

B2M: Beta 2 microglobulina

W50 Velocidad de sedimentacidn globular

AST: Aspartate amino transferasa

FALC: Fosfatasa alcalina

ALT: Alanina amino transferasa

p* significativa = 0,05, Coeficiente de correlacion de Spearman rank-sum
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Figura 1. Correlacion de los niveles séricos de 1L- 6 con
los niveles de LDH (r= 0.31, p= 0,02) Coeficiente de
correlacion Spearman rank-sum.
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Figura 2. Correlacion de los niveles séricos de IL- 6 con
las concentraciones de B2IM (r= 0.49, p= 0,0001)
Coeficiente de correlacion Spearman rank sum.
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Figura 3. Correlacion de los niveles séricos de 1L-6 con los
niveles de AST (SGOT) (r= 0.27, p= 0,05) Coeficiente de
correlacion Spearman rank sum.
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Figura 4. Correlacion de los niveles séricos de IL -6 con las
concentraciones de PCR (r= 0.68, p=0,0001) Coeficiente
de correlacion Spearman rank sum.
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Niveles séricos de IL-6 y evolucidn clinica de los pacientes
con LNH:

En la Tabla 8 se observan los niveles de 1L-6 antes de iniciar
el tratamiento. Aunque no se obtuvieron resultados
estadisticamente significativos, se observaron niveles elevados
de IL-6 (> 1,99 pg/ml) en el 46% de los pacientes que entraron
en remision completa, el 52% de los pacientes que respondieron
parcialmente, 73% de los pacientes con progresion de la
enfermedad y el 63 % de los pacientes que fallecieron.

Anilisis univariado y sobrevida

Para el andlisis de la sobrevida, ¢l tiempo promedio del
seguimiento clinico fue de 30 meses (rango 3- 48 meses). En
el grupo total de los pacientes evaluados, el analisis univariado
de la sobrevida mostrd diferencias estadisticamente
significativas respecto a los niveles de la 1L-6, La probabilidad
de la 5G de los pacientes con niveles elevados de 1L-6 (1,99
pg/ml) fue significativamente inferior (p=0,007) comparada
con la del grupo de pacientes con niveles normales o
indetectables (Figura 5). No se obtuvieron resultados
significativos respecto a la S5LE en el grupo total.
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__ Mayorde 1,99 pg/iml 335 I3
___ _ Menor de 1,99 pg/ml 26 3
P=0.007
Figura 5. Curva de sobrevida global de acuerdo a los ni-
veles séricos de IL-6 en el grupo total de pacientes con

LNH. p=0,007 Método Kaplan-Meier.

Se realizd el andlisis univariado de las curvas de sobrevida
global respecto a las diferentes variables prondsticas en los
grupos de pacientes con LNH agresivos (Tabla 9) e indolentes
(Tabla 10). En relacion a la IL-6, el analisis univariado de las
curvas de SG para el grupo de pacientes con LNH agresivos y
LNH indelentes no mostraron diferencias estadisticamente
significativas. No se obtuvieron resultados significativos en
el andlisis univariado de la SLE para ninguno de los grupos
prondsticos anteriormente evaluados.
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Tabla 8. Niveles séricos de IL-6 v evolucidn clinica de los pacientes con LNH.

Evolucidn M* pacientes %o M ° pacientes Yo M pacicntes Fo p*
clinica (IL-6 = 1,99 pg/ml) (IL-6< 1,99 pg/ml)

Remisidn completa (ROC) 28 46 13 46 15 54 M5
Remision parcial (RPY} a5 41 13 52 12 48 NS
Respucsta global (RC+RP) 53 &7 26 49 n 51 NS
Progresion B 13 6 75 2 25 ME
huerte 24 EL 15 63 q 7 NS

P* significativa = 0,03

Prueha exacta de Fisher.

M8 no significativa

Tabla 9. Andlisis univariado de la sobrevida global en

pacientes con LNH agresivos.

Tabla 10. Andlisis univariadoe de la sobrevida global en
pacientes con LNH indolentes.

Warahles N® pacientes 4 aflos SG p* Wariables M* pacientes 4 afios 50 p*
{n = 46) (%) {n=15) (%)

Edad <l ailos 31 it NS Edad =il alos 10 43 NS
=G0 aflos 15 53 () afios 3 A1

Estadio clinico 1-11 20 65 MS Estadio clinico I-11 5 40 MN&
M-IV 26 62 -1 10 45

Estado funcional <70 %o 2 S0 M Estado funcional =70 % 3 33 NS

Karnosfhky =70% a4 6 Kamosfky =T0% 12 A4f

Enfermedad =1 17 62 NS Enfermedad =l 4 a0 NS

extraganglionar =1 29 63 extruganglionar =] 11 42

Enfermedad Auscnte 13 69 MS Enfermedad Ausente 9 Ri] M5

voluminosa Presenic 13 fd voluminosa Presente [ i3

IF] Bajo riesgo 19 T2 oooI: e Bajo riesgo 15 38 M
Alto riesgo T 14 Alto riesgo 0

LOH = 570 UL 43 92 0,04 LIDH <570 WL 12 54 (008
= 570 UL 3 313 > 570 UL 3 0

BIM <34 mg/d 6 69 002 B2mM < 3.4 mg/dl ] 42 NS
= 1.4 mgfdl 1 30 > 3.4 mg/dl 4 S0

AST <18 U/L 41 03 NS AST = 38 LIL 14 47 NS
> 318 /L 5 a0 =38 U/L 1 0

ALT <41 UL 41 59 NS ALT <41 UL 14 47 NS
=41 LI/L 5 BEI =41 WL | ]

FALC <290 UL ] 65 NS FALC < 290 /L Il A0 NS
= 200 L/L 15 [} > 290 UL 4 25

PCR < & mgidl 19 [t} M5 PCR = & mg/dl 7 38 M&
= mgfdl 27 39 = B mgfdl 8 k]

VEG <15 mmH 1 10D NS WEG = 15 mmH | 104 0,01
= |5 mmH 25 72 > |5 mmH 3 57

Walor desconocido 20 Walor desconocido 1

IL-6 < 1,99 pgimi 0 72 NS IL-6 = 1.99 pe/ml 7 i) S
= 1,99 peiml 6 i} =199 paiml S 43

p* significativa = 0,05. N5: no significativa. Prueba de Log-rank
LDH : Lactato deshidrogenasa
FALC: Fosfatasa alcaling

AST: Aspartato Amino Transferasa

ALT: Alanina amino transferasa
2R Beta 2 microglobuling
WA Velocidad de sedimentacion globular

IL-6: Interleuking &

5G: sobrevida global

I8

p* significativa = 0,05. N5: no significativa, Prucba de Log-rank
AST: Aspartato amino transferasa LDH ; Lactato deshidrogenasa
ALT: Alanina aming transferasa FALC: Fosfatasa alcalina
B2IM: Beta 2 microglobulina

VEG: Velocidad de sedimentacidn globular

[L-6: Interleukina &

S0 sobrevida global
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Valor prondstico de los niveles séricos de la interleukina- 6 en linfoma no hodgkin

L.as variables prondsticas asociadas significativamente con la
SG en el grupo de pacientes con LNH agresivos (Tabla 9)
fueron: IP1 (p=0,0013), LDH {p = 0,04), vy B2ZM (p = 0,02),
mientras que las variables: edad, estadio clinico, enfermedad
extraganglionar, estado funcional, enfermedad voluminosa,
PCR, AST, ALT, FALC, ¥ VSG no resultaron significativas,
El andlisis univariado de las curvas de SG de los pacientes
con LNH indolentes (Tabla 10) fue estadisticamente
significativo respecto a los niveles de LDH (p=0,008) y VSG
{(p=0.01).

En relacién al andlisis univariado de los marcadores
prondsticos respecto a la SLE en el grupo de pacientes con
LNH agresivos, el IP1 fue la dnica variable con significancia
estadistica entre los grupos de bajo riesgo v alto riesgo (p=
0,001).

Discusion

La [L-6 ha sido objeto de estudio como marcador prondstico
en pacientes con LNH. Se ha demostrado que desempefia un
papel preponderante en los procesos metabdlicos,
inmunoldgicos y de respuesta inflamatoria, ademds de su
injerencia en la regulacion del sistema inmune, hematopoyético
v otros procesos bioldgicos (11-12).

En el presente estudio evaluamos los niveles séricos de IL-6
pretratamiento en un grupo de pacientes con LNH, los cuales
resultaron significativamente elevados en los pacientes
comparados con el grupo de controles sanos. El criterio de
positividad establecido para los niveles elevados de 1L-6 (>
1,99 pg/ml) determinado en el grupo control, coincidid con
valores similares reportados en estudios de poblacién sana,
aplicando el mismo método (13,15).

El 57% de los pacientes con LNH presentaron niveles séricos
de [L-6 significativamente elevados (= 1,99 pg/ml) v el 43%
mostraron niveles normales o por debajo del nivel de
sensibilidad del ensayo (0,70 pg/ml), sugiriendo su importancia
coma factor prondstico en el abordaje de nuevos casos de LNH,
tal como ha sido reportado en trabajos previamente publicados
(13-15).

Miveles elevados de 1L.-6 se asociaron significativamente con
factores prondsticos adversos tales como: afectacion extranodal
= 1, enfermedad voluminosa > 10 em, IPl y niveles elevados
de: LDH, B2M, AST, PCR y V3G Las evidencias de la
literatura sugieren que la IL-6 puede ser producida tanto por
las células malignas como por linfocitos benignos reactivos,
relacionandose suexpresion con la reaccion del paciente frente
al tumor y su respuesta inmune (11, 21). Nuestros resultados
concuerdan con los obtenidos por Seymour 1.F. y col. (13),
Preti H.A. v col. (22) y Niitsu N. y col. (23), quienes estudiando

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana

pacientes con LNH obtuvieron una asociacion significativa
de niveles elevados de IL-6 con caracteristicas clinico-
patologicas como: enfermedad voluminosa, IPI, v niveles
elevados de LDH y B2M. En relacidn al IP1, los pacientes con
prondstico de alto riesgo presentaron niveles de IL-6
significativamente superiores al grupo de bajo riesgo. Estos
resultados sugieren la utilidad prondstica de los niveles séricos
de la IL-6, aportando informacidn sobre la actividad de la
enfermedad v para la toma de decisiones de protocolos
terapéuticos apropiados (20).

Los niveles séricos de IL-6 correlacionaron significativamente
de forma directa y lineal con el IP1, sintomas B, LDH, B2M,
AST, PCR, y V5QG Similarmente los trabajos de El Far M. y
col. (14) reportaron la correlacion de niveles elevados de 1L-
6 en pacientes con LNH con la presencia de sintomas B. Los
resultados de Niitsu y col. (23) sugieren que niveles elevados
de IL-6 pudieran relacionarse con la diseminacion de la
enfermedad o crecimiento tumoral, determinado por la
correlacion significativa de la IL-6 con los sintomas B,
enfermedad voluminosa, estado funcional y niveles elevados
de LDH. La fuerte correlacion entre los niveles de IL-6 vy la
presencia de sintomas B, estaria basada en los efectos
pirogénicos ¥y metabdlicos de la 1L-6. Esta molécula por si
sola pudiera causar fiebre, sudoracion nocturna y pérdida de
peso, Debido al efecto pirogénico de la 1L-6, la mediacion de
la inhibicidn de las enzimas lipogénicas v/o el desarrollo de
anorexia, pudieran causar la pérdida de peso (24-26). La
correlacion entre los niveles elevados de IL-6 y B2M pudiera
ser secundaria a la proliferacion incrementada de las células
linfomatosas debido a la estimulacion por la 1L-6, causando
un incremento en el recambio de la molécula de B2M unida a
la membrana celular. Ademds, se ha reportado que la IL-6
puede incrementar la expresion de los genes de las moléculas
clase | del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)
en fibroblastos humanos y la expresion de las proteinas del
CMH clase | en células de carcinoma de colon. Dado que la
B2M es el componente de la cadena liviana de las moléculas
clase | del CMH, la IL-6 pudiera incrementar la cantidad de
B2M liberada de la membrana de las células tumorales o del
tejido no maligno (27-29). Estudios previos han demostrado
que la [L-6 es un potente inductor de la sintesis de fibrindgeno
hepitico, el mayor determinante de la VSG (24). Estudios
clinicos en los cudles se ha administrado a pacientes 1L-6
recombinante muestran que esta molécula incrementa los
niveles de PCR y disminuye los niveles de albimina sérica
{30). La correlacion significativa de la 1L-6 con marcadores
de respuesta inflamatoria como la PCR pudiera explicarse
por laaccion reguladora de la IL-6 sobre las proteinas de fase
aguda producidas en el higado, reflejando los niveles de PCR
la actividad de la IL-6 en los pacientes con LNH (31). Los
niveles de IL-6 correlacionaron significativamente con la
AST, enzima que refleja la alta actividad metabdlica hepatica.

9

de BioanalistasEspecialistas

| O



Valor prondstico de los niveles séricos de la interleukina- 6 en linfoma no hodgkin

En relacidn a la repuesta al tratamiento v los niveles iniciales
de IL-6, no se obtuvieron resultados significativos. Los trabajos
de Fayad L. y col (15), Seymour JE yeol (13) v Chopra y col.
{11} tampoco reportaron resultados significativos respecto a
los niveles de 1L-6 pretratamiento v la tasa de remision
completa.

La expresidn de los niveles elevados de 1L-6 fue indicativo de
mal prondstico, asociado a una disminucidn de la SG (andlisis
univariado} en el grupo total de los pacientes con LNH y no
fue significativa para la SLE en el mismo grupo. No se
obruvieron resultados significativos para SG y SLE en los
grupos de pacientes con LNH agresivos e indolentes,
probablemente influenciado por la heterogeneidad v el tamaiio
de la poblacion estudiada.

Muestros resultados permitieron confirmar el valor prondstico
internacionalmente reconocido del IPI, y de los niveles
elevados de LDH v B2M, los cuales se asociaron
significativamente a una disminucion de la 5G en el grupo de
pacientes con LNH agresivos (1-3,9). Enrelacion a la SLE en
el grupo de pacientes con LNH agresivos, el IPI fue la (nica
variahle con significancia estadistica entre los grupos de bajo
riesgo y alto riesgo. En el grupo de pacientes con LNH
indolentes, el analisis univariado respecto a los niveles de LDH
¥ V5G fue significativamente predictivo para la SG, perono
para la SLE. Eltamafio de la muestra fue limitante en el andlisis
de las curvas de SLE.

En nuestro estudio analizamos los niveles séricos de IL-6
pretratamiento en pacientes con LNH. Los resultados
obtenidos sugieren una significativa asociacion entre los niveles
séricos de IL-6 v factores prondsticos adversos, clinicos y
biolagicos. El IPI sigue siendo la principal herramienta de
aplicacidn prondstica en pacientes con LNH, no obstante
pudiera ser complementando con la determinacion de
marcadores bioldgicos adicionales tales como la IL-6.
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Eficacia analgésica del clorhidrato de tramadol
en el trabajo de parto

José Yoel Guzmén C. ', Maria del Carmen Jorge !, Blanca Sonia Guerrero Chacon 2, Prospero Alberto Rojas Martinez °,
Alexander 0. Mendoza Rivas

Servicio de Obstetricia Maternidad Santa Ana [VSS, Caracas

RESUMEN

Se realizé un estudio prospective, comparative, experimental v aleatorio en el periodo Septiembre 2005 a Junio 2006, en ¢l Servicio de
Obstetricia de la Maternidad Santa Ana del Instituto Venezolano de los Seguros Sociales. Se compara la eficacia analgésica de Clorhidrato
de Tramadaol (Tramal ®) a dosis dnica de 100 mg intramuscular con el N-bromuro de hioscina (Buscapina ®) a dosis dnica de 0,02 gr
intramuscular, a pacientes durante la fase activa del trabajo de parto. Variables estudiadas: edad materna, edad pestacional, dilatacion
cervical al ingreso, intensidad media del dolor, presion arterial, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, efectos colaterales, APGAR de
neonatos, La eficacia analgésica es estadisticamente mayor en el grupo de pacientes que se les adminisind Tramal ® cuande se compara con
el uso de Buscapina ® durante la fase activa del trabajo de parto.

Palabras clave: Clorhidrato de tramadol. Tramal ®, analgésia obstétrica, hioscina, Buscapina ®, trabajo de parto.

Analgesic efficacy of tramadol clorhidrate in active
phase of labor

SUMMARY

A random prospective comparative experimental study was carried out during September 20035 and June 2006 in the Ob-gyn Department of
the Maternidad Santa Ana at the Instituto Venezolano de los Seguros Sociales. The analgesic efficiency of a 100 mg. intramuscular doses of
Tramadaol Clorhideate {Tramal®) was compared to a 0.02 g. Intramuscular sole doses of  hioscing N-BROMIDE (Buscapina®) in patients
during the active phase of labor. Studied Variables: maternal age, gestational age, average acuteness of pain, blood pressure, heart rate,
respiratory rate, side effects, Apgar in nconates.  The analgesic efficiency is statistically higher in the patients administered with Tramal®
when compared to the use of Buscapina® during the active phase of labor.

Keys words: Tramadol Clorhidrate ( Tramal®), obstetric analgesic, hioscine N-BROMIDE (Buscapina®), active phase of labor,
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Eficacia analgésica del clorhidrato de tramadol en el trabajo de parto

Introduccion

La mayoria de las gestantes experimentan dolor durante la
progresion del trabajo de parto de evolucidén normal. No hay
evidencia de que el dolor del parto sea beneficioso para la
madre o el feto, por el contrario el dolor, el miedo y las
ansiedades desencadenan una serie de respuestas reflejas que
pueden producir efectos nocivos sobre la madre, el feto, y el
propio trabajo de parto, el alivio del dolor esta plenamente
justificado.

El principal objetivo es proveer a la madre un adecuado alivie
del dolor sin poner en riesgo el binomio madre-feto. La
seguridad de la madre y su hijo serd condicion imprescindible
de cualquier procedimiento de analgesia y anestesia obstétrica
(1).

El uso de las medidas para eliminar el dolor inicid una nueva
era en la obstetricia, luego del primer parto conducido con
anestesia en 1874 por James Simpson (2).

El control del dolor en la paciente obstétrica ha demostrado
mejorar las condiciones fisioldgicas de la madre y el feto,
porque la analgesia sobre todo en el segundo periodo del
trabajo de parto (fase activa) reduce la ansiedad de la paciente
v con ello el nivel de catecolaminas en sangre, de esta manera
mejora el flujo dtero placentario.

La induccion de secrecion de catecolaminas por las
contracciones dolorosas puede prolongar el trabajo de parto
porque afecta la contractilidad uterina, ademads las
contracciones dolorosas pueden ocasionar hiperventilacion
materna y alcalosis respiratoria, lo que a su vez desvia la curva
de disociacion de oxihemoglobina hacia la izquierda,
aumentando la afinidad materna por el oxigeno y disminuyendo
asi el aporte de oxigeno al feto.

En la actualidad se desconoce el mecanismo mediante el cual
se desencadena el trabajo de parto, sin embargo este se ha
dividido clasicamente en dos periodos; el primero comienza
cuando las contracciones uterinas poseen la frecuencia,
intensidad y duracidn suficientes para producir medificaciones
del cuello uterino que permitan su borramiento y progresiva
dilatacidn; el segundo periodo llamado expulsivo, se inicia
cuando la dilatacion es completa vy finaliza con la expulsion
del feto, El tercero y ultimo también conocido como periodo
placentario comienza inmediatamente después de que sale el
recién nacido y culmina con la expulsion de la placenta y las
membranas ovulares (3).

l.os fendmenos que se suceden para que ocurra el trabajo de
parto se dividen en, activos dados por la contracciones
musculares tanto del atero como de la pared abdominal, y
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pasivos que comprenden las modificaciones cervicales,
formacion del segmento uterino inferior, formacion de las bolsa
de las aguas, eliminacion del tapin mucoso, ampliacion de
partes blandas y fendmenos plasticos de la cabeza fetal.

El dolor durante el trabajo de parto se ve acentuado por el
temor hacia lo desconocido, la inseguridad vy las malas
experiencias propias.

El dolor del parto no se siente solo en la pelvis, sino también
es referido a las dreas somdticas que comprometen los
segmentos T10 a L1, con los drganos pelvianos en donde se
inicia el dolor, Las dreas del dolor referido se extienden desde
la region umbilical (T10) hasta la regién inguinal y parte
superior del muslo (L1), asi como las partes laterales y porcion
inferior de la region dorsal, las cuales comparten los mismos
segmentos (T10 a L1}, por lo tanto cuando se administra
anestesia epidural v se calma el dolor del trabajo de parto, el
dolor referido a estas dreas se atenia y se asocia con una
amortiguacion de los estimulos profundos.

El alivio del dolor durante el trabajo de parto presenta
problemas especiales a considerar; el centro respiratorio del
feto es muy vulnerable a los medicamentos opioides, sedantes
v analgésicos. Los analgésicos y los anestésicos atraviesan la
barrera placentaria.

En la analgesia obstétrica es importante que el analgésico
utilizado ejerza poco o ningin efecto sobre las contracciones
uterinas y la progresion del trabajo de parto (4).

La analgesia peridural es en la actualidad el método de eleccion
en el primero y segundo periodo del trabajo de parto v se
convirtio en una aliada del obstetra, para aliviar el dolor en las
gestantes. Sin embargo esta modalidad terapéutica requiere
personal capacitado, equipo especial de monitorizacion y de
administracion exclusiva por un especialista en anestesiologia,

El clorhidrato de tramadol es un analgésico de accion central
introducido en el Reino Unido y utilizado clinicamente en
Alemania desde hace 17 afios. Es una mezcla recémica de dos
enantiomeros, Tramadol (+) y Tramadol (-) y posee la siguiente
estructura quimica: (1 RS:2RS)-2({Dimetilamonio)Metil-1-(3-
Metoxifenil)-Ciclohexanol clorhidrato.

El tramadol tiene baja afinidad por los receptores opioides
paradojicamente su potencia analgésica es solo 10-15 veces
menor que la morfina y es igual a la meperidina.

El tramadol actia indirectamente sobre los receptores alfa 2,
inhibiendo la captacion de noradrenalina, que es justamente
la forma como la desiprarrina potencia la accion analgésica
de la morfina.
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Eficacia analgésica del clorhidrato de tramadol en el trabajo de parto

El tramadol actia sobre la via noradrenérgica central
indirectamente al prevenir la recaptacion de noradrenalina (5).

Algunos efectos colaterales tipicos tales como: miosis,
depresion respiratoria y cardiovascular, contispacidn,
sudoracion, prurito, nduseas vy vOmitos son muy rares o no son
relevantes a dosis terapéuticas, por via intramuscular tiene
biodisponibilidad del 130% logrando un efecto analgésico pico
entre una a dos horas, v se observa en orden de frecuencia;
nasueas { 1 7%), somnolencia { 10%), hipotension (8%), tmesis
(7%%), sudoracion (4,6%), fatiga (3,3%), cefalea (2,9%), se
queda en la boca (1,3%), otros efectos adversos es de menos
del 1%. (6,8).

El tramadol®, es un analgésico efectivo con buen perfil de
tolerabilidad. En particular, la evidencia de la falta de tolerancia
¥ de dependencia y 1a baja incidencia de depresion respiratoria
asociada con el tramadol, sugiere que puede ofrecer ventajas
sobre otros medicamentos analgésicos opioides actualmente
usados en el alivio del dolor moderado a severo,

La Hioscina {Escopolamina), al igual que la atropina son los
farmacos antimuscarinicos mejor conocidos, ambos son
alcaloides naturales, ésteres del 4cido tropico y de la base
nitrogenada terciaria v tiene afinidad por los receptores
muscarinicos. (8). A las dosis clinicamente atiles, el
antagonismo competitivo sobre los receptores muscarinicos
es selectivo, ella compite con los agonistas por un sitio comin
de fijacion sobre el receptor muscarinico. El sitio de fijacion
para los antagonistas competitivos es una hendidura que crea
formas diversas espirales transmembrana del receptor. La
hioscina tiene efectos centrales muy notables a dosis
terapéuticas bajas debido a la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (7).

Método de evaluacion del dolor

La evaluacion del dolor es una etapa fundamental para un
adecuado manejo del mismo (8,9), debido a que permite
estimar de una forma mas objetiva el dolor v su evaluacion
comprende varias fases: interrogatorio, escalas de valuacion
del dolor ¥ exdmen fisico. En nuestro estudio usaresmos la
escala visual andloga (EVA). Dicha escala ha sido ampliamente
utilizada fuera del campo de la algologia para evaluar signos
y sintomas médicos dificiles de cuantificar, tales como la
depresion y el suefio. En algologia la escala visual aniloga
representa el método de autoevaluacion unidimensional mas
empleado por su fiabilidad y sensibilidad. La EVA estd
representada por una linea recta de 100 mm (10 cm) de
longitud, Dicha linea presenta dos extremos bien marcados,
uno de ellos con la inseripeidn * Ausencia de Dolor * v el otro
extremo * Dolor Médximo *. Sobre esta linea el paciente debe
marcar la posicion que le parezca mas similar a la intensidad
del dolor sentido por este. Evaluaciones antes de instaurar un

24

tratamiento analgésico y después de cumplido el mismo permite
evaluar y cuantificar el efecto terapéutico del tratamiento
prescrito.

Materiales y métodos

Se realizo un estudio comparativo, experimental, prospectiva,
aleatorizado, en la sala de partos de la Maternidad Santa Ana
durante los meses de Septiembre 2005 a Tunio 2006, se
selecciond una muestra de 100 pacientes obsiétricas,
distribuyéndose de manera aleatoria en 2 grupos:

Grupo I conformado por 50 pacientes primigestas con
embarazo a término en trabajo de parto, quienes recibieron
clorhidrato de Tramadol (Tramal®) en dosis (nica de 100 mg
intramuscular al inicio de la fase activa del trabajo de parto.

Grupo 11: conformado por 50 pacientes primigestas con
embarazo a término, quienes recibieron 0,02 gr de N-butil-
bromuro de Hioscina (Buscapina®) en dosis fnica
intramuscular, en la fase activa del trabajo de parto.

Se establecié un registro basal a los 15,30,60, 120 y 240
minutos paro los siguientes pardmetros: intensidad del dolor,
presion arterial, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
frecuencia cardiaca fetal y efectos colaterales en la madre comao
depresion respiratoria, hipotensidn arterial, somnolencia,
nauseas, vomitos y prurito.

Se registrd la dilatacion cervical al ingreso v en el momento
que la paciente lograba la dilatacidn completa.

La evaluacion del dolor se realizo mediante la escala visual
andloga del 1 al 10 previa explicacion a la paciente antes de la
aplicacion del medicamento. Se hizo control horario de
frecuencia cardiaca fetal. La valoracion del recién nacido se
baso en la escala de Apgar al minuto ¥ 5 minutos de vida,
realizando seguimiento de puerperio inmediato vy recién
nacidos en las priemeras 24 horas,

El material farmacoldgico empleado fue el clorhidrato de
tramadol { Tramal®), presentacion en ampolla de 100 mg/2ml
v el N-butilbtomuro de Hioscina (Buscapina®), presentacion
ampolla de 0,02 gr/ml.

Los equipos de monitoreo que se utilizaron fueron: Dinamap,
estetoscopio precordial, estetoscopio de Pinard y monitor de
frecuencia cardiaca fetal.

Criterios de inclusion:

- Pacientes con embarazos simples en fase activa del trabajo
de parto espontineo.
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Eficacia analgésica del clorhidrato de tramadol en el trabajo de parto

- Pacientes primigestas.

- Edad gestacional entre 37 y 42 semanas.

- Presentacion cefilica de vértice,

- Membranas ovulares rotas, con liquido amnidtico claro.
- Edad materna entre 16 y 35 afios.

- Consentimiento informado escrito de la paciente.

Criterios de Exclusidn:

- Patologias maternas asociadas como: diabetes, hipertension
arterial, patologia cardiovascular, enfermedades
pulmonares, etc.

- Neuropatias por analgésicos.

- Insuficiencia litero- placentaria,

- Hipersensisibilidad a los analgésicos.

- Alteracion en el registro electronico de la frecuencia
cardiaca fetal.

- Desproporcion feto-pélvica clinica o radioldgica.

- Hipertensidn arterial inducida por el embarazo.

Metodologia estadistica

En el grupo de variables descritas se calcularon frecuencias y
porcentajes. Para las variables continuas se calculs la media y
la desviacion estandar.

Resultados

B 1519 afios
| |25:29 afios
|030:34 afios

Figura 1. Las pacientes menores de 24 afios estuvo representada
por el 76% (38) que recibieron Tramal® y 74 % (37) que
recibieron Buscapina®, el resto se ubicon en orden decreciente.
La media fue de 2,12 y 2,03 para Tramal® y Buscapina®
respectivamente. En el grupo de 20-24 afios; la desviacion estindar
fue de 0,92 y 0,91 para ambos grupos.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de BioanalistasEspecialistas

s

o
oy (3 57.00 somanas
3 B 3840 semanas
2% |L142:33 samanan)
0%
0% . st

TRAMAL BUSCAPINA

Figura 2. En la distribucion de gestantes se observd que el 56%
de pacientes a quien se administrd Tramal® y 64% pacientes que
se¢ les administrd Buscapina®, pertenecieron a la categoria de
39-40 semanas de gestacion, Las medidas de tendencia central
correspondio a una media de 1,69 para pacientes que recibieron
Tramal® y de 1,72 para las que recibieron Buscapina®, lo que
indica que el promedio de la incidencia de resultados se ubica en
la categoria 1, Ia desviacidn estindar fue de 0,61 para Tramal® y
0,54 para Buscapina®,
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Figura 3. La menor dilatacién de ingreso fue de 2-4 cms, para
ambos grupos: Tramal® 68% y Buscapina® 80%. Los cileulos
de las medidas de tendencia central correspondid a una media
aritmética de 1,32 para Tramal® y 1,20 para Buscapina®,
ubicdndose el promedio en la dilatacidn de 2-4 ems, [a desviacidn
estindar muestra valores de 0,47 y 0,40 respectivamente para
ambaos grupos,
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Figura 4. Se evidencia en la intensidad media del dolor que el
efecto del Tramal®, si presentd diferencias significativas en
relaciin con la Buscapina®, dado que en promedio cuando se
comienza a administrar ambos analgésicos, el dolor disminuyd a
partir de 15 minutos al suministrar Tramal®, mientras que con
la Buscapina® ocurrid el efecto contrario, lo cual coincide con
otras experiencias clinicas. Se constata que con Tramal® el efecto
disminuyd a partir de los 90 minutos.
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TRAMAL BUSCAPINA

Figura 5. Mo se aprecia alteracion siginicativa de la presion arterial
media, tendiendo la misma a aumentar progresivamente a medida
que transcurria el tiempo del estudio. A los 60 minutos 3 pacientes
quienes recibieron Tramal® presentaron hipotensidn arterial con
disminucidn de la presién arterial media de 86 mmHg; lo cudl fue
de poca trascendencia en el binomio materno-fetal.
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Figura 6. Se observa que no hay diferencias importantes en la
frecuencia cardiaca materna con ambos medicamentos. Sin
embargo se aprecia aumento de la frecuencia cardiaca con los 2
medicamentos, alcanzando el miximo valor (93 lat x min) a los
60 minutos para el Tramal® v a los 180 minutos (94 lat x min)
para la Buscapina®.

BUSCAPINA

Figura 7. Se aprecia aumento de la Frecuencia respiratoria (FRM)
materna con mabos medicamentos a medida que avanzaba el
tiempo del estudio. La mixima FRM fue de 21 Resp x Min a los
90 minutos para el Tramal® y a los 180 minutos con Buscapina®,
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Figura 8. Se constata que la mayoria de las pacientes no
presentaron efectos colaterales. 52% grupo con Tramal® y 54%
grupo con Buscapina®. Lo cual concurerda con la literatura.
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Figura 9. En cuanto al test de APGAR al ler minuto no hubo
neonatos con puntaje menor de 4, E184% de los neonatos presenti
puntaje de 7-8 ptos con Tramal® y el 62% de los neonatos con
puntaje de 7-8 ptos con Buscapina®, El 2% para ambos grupos
tuvoAPGAR menor o igual a 6 ptos por circular de cordion en el
grupo con Tramal®, y periodo expulsive prolongado con
Buscapina®. Por lo que el promedio de la media es de 2,11 para
Tramal® y 2,14 para Buscapina®, lo que indica mayor incidencia
para el grupo Il. La desviacidn estindar correspondii a 0,43 y
0,47 respectivamente.
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Figura 10. Se observa que el APGAR a los 5 minutos fue de 9-10
ptos en el 8% para el Tamal® y 96% para Buscapina®, Los
neonatos que presentaron APGAR de 7-8 puntos fue de 12% con
Tramal® y 4% correspondian al grupo con Buscapina®, La
desviacidn estindar fue de 0,33 v 0,20 para ambos grupos.
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Eficacia analgésica del clorhidrato de tramadol en el trabajo de parto

Discusiin

En el estudio realizado se encontrd que la edad materna, edad
gestacional y la dilatacion cervical no son parametros
importantes al querer evaluar eficacia analgésica del
Tramuadol® vy de la Buscapina®, lo cudl corrobora las
experiencias (10,11).

El Tramadol fue efective ya que disminuyd rapida y
efectivamente la intensidad del dolor en los primeros 15 a 90
minutos durante la fase activa del trabajo de parto, pero después
de 90 minutos no se logrd la eficacia analgésica esperada, lo
cudl coincide con otros autores (5). Mo se puede concluir si
esta respuesta se debe a la aptitud de la pacientes o a una dosis
insuficiente del medicamento después de los 90 minutos de
aplicado; por otra parte con la administracion de Buscapina®,
no se logrd disminuir la intensidad del dolor en la fase activa,
Esto corrobora la observacidn que el dolor en la fase activa es
progresivo y que ninguno de los dos medicamentos
comparados logran revertir el mecanismo doloroso creciente,

No hubo diferencias estadisticamente significativas con el uso
de Tramadol®, en cuanto a alteraciones hemodinimicas o
ventilatorias, lo que concluyd también Bayeh (8). Las alteraciones
cardiovasculares expresadas como aumento en la frecuencia
cardiaca y disminucion de la presion arterial debido a un
mecanismo opioide simpaticomimético, se evidencid en 3
pacientes a quienes se les administréd Tramal®; las cudles
presentaron hipotensién arterial que se corrigio
satisfactoriamente. En las pacientes que recibieron Buscapinal®,
estas dos variables aumentaron sin ninguna repercusion.

En cuanto a otros efectos adversos como depresion respiratoria,
no se evidencid en nuestro estudio, nduseas y vomitos sin
diferencia entre ambos grupos.

En relacion al Test de Apgar, hubo excelente evolucidn tanto
al 1" como al 5° por lo que podemos concluir que ninguno de
los 2 analgésicos estudiados tiene repercusion en el feto,
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Aislamiento de hongos anemofilos en un ambiente
laboral hospitalario

Pabdn de Santiago R, Santiago A. B2, Naranjo F?

RESUMEN

Los hongoes anemdfilos llamados saprofitos contaminantes o atmosféricos, contaminan ¢l medio ambiente a través de propagulas que los
dispersan en el aire. Cerca de 80 especies han sido descritos como agentes desencadenantes de enfermedades respiratorias alérgicas, elomicosis,
keratomicosis, broncopatias cronicas, v asma episddica. Los hongos anemdfilos se desarrollan en una gran cantidad de sustratos tanto en el
ambiente como en el interior de edificios ¥ sus propagulas pueden ser inhalados por el hombre constituyendo un riesgo para la salud,
especialmente cuando las condiciones ambientales tales como humedad, temperatura, sistemas de aire acondicionado inadecuados v actividades
laborales, favorecen su proliferacion y reproduccion. Con el objeto de conocer la incidencia de hongos aneméfilos ¢n un ambiente laboral
del Hospital Vargas de Caracas, con un drea de 30 m? | se tomaron muestras de aire utilizando el método de impactacion mediante un aparato
“Hidir Air Sampler System y por deposiciGn gravitacional horizontal, sobre placas de Agar Sabouraud Dextrosa con cloranfenicol expuestas
durante 5 y 10 minutos respectivamente, posteriormente fueron incubadas a 25°C, examinadas a las 48 horas y hasta un miximo de 5 dias
para ¢l aislamiento de las colonias fingicas. Los hongos aislados, se clasificaron segin criterios micoldgicos convencionales encontrindose
siete géneros: Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Curvelaria, Monilia, Rhizophus v Fusarium, Dentro de las especies de Aspergillus
aisladas predomind A, fumigatus considerado como uno de los productores de patologias respiratorias. Paralelamente, se lomaron muestras
nasales v orofaringeas de cuatro de los once trabajadores del drea estudiada, que presentaron rinofaringitis alérgica, conjuntivitis alérgica,
laringotraqueitis aguda, encontrdndose en ellos, A. fumigatus y Cladosporium spp. asociindose al cuadro clinico fundamentalmente a un
componente alérgico, respondiendo con antihistaminicos convencionales. El estudio sistemdtico de los ambientes laborales hospitalarios
deben ser incluidos en todo trabajo cuando se intente determinar la calidad del aire en las diferentes dreas de un Hospital,

Palabras clave: Hongos anemdfilos, ambiente laboral hospitalario, método de impactacion, método de deposicion gravitacional horizontal,

Isolating anemophilous fungi in a hospital
working environment

SUMMARY

The anemophilous fungi called contaminated or atmospheric saprophytes, pollutes the environment trough propagulas that disperse them in
the air. About 80 species have been described as inchaining agents of allergic respiratory diseases, olomicosis, keratomicosis, chronic
bronchiopaties, and episodic asthma. The anemophilous fungi are the developed on a large quantity of grounds even in the environment as
in the inside of buildings and its propagulas can be inhaled by man thus causing a health risk, specially when environmental conditions such
as moisture, temperature, inadequated air conditioning systems and working activities encourage their proliferation and reproduction. With
the purpose of knowing the incidence of anemophilous fungi in a working environment at the Hospital Vargas in Caracas, in an area of 30
square melers, air samples were taken using the impact method by means of a device called “Hi Air, Air Sampler System” and also by means
of horizontal gravitational deposition over Sabouraud Dextrose Agar plates with chloramphenicole exposed during 5 and 10 minutes
respectively. Later they were incubated al 25°C, examined at 48 hours and 1o a maximum of 5 days (o insolate the fungi colonies, The
isolated fungi were classified according to conventional mycological criteria, finding out seven genuses: Aspergillus, Penicillin, Cladaspo-
rium, Curvalaria, Monilia, Rhizopus and Fusarium, Among the isolated species of Aspergillus, A fumigatus was dominant, being consid-
ered as one of respiratory pathological producers. At the same time, nasal and oropharynxial samples were taken of four the eleven workers
in the studies area, who presented allergic rhinopharynxitis, allergic conjunctivitis, acute larvnxotracheitis, finding in the them A. fumigates
and Cladosporium spp.. joining to the clinic situation basically to an allergy factor, responding to conventional anti histamines. The system-
atic study of the hospital working environments must be included in all works when intending to determine the air quality into the different
hospital areas.

Key words: Anemophilous fungi. hospital working environment, impact method, horizontal gravitational deposition method.

I, Laboratorio de Micologin, Unidad de Enfermedades Infecciosas. Hospital Vargas de Caracas.
2. Seccitn de Micologia “Prof. Lorenzo de Montemayor”, Departamento de Bioandlisis, Hospital Universitario de Carncas
3. Servicio de Infectologia. Hospital Vargas de Caracas.
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Aislamiento de hongos anemdfilos en un ambiente laboral hospitalario

Introduccion

Se han conseguido identificar a mas de 200,000 especies de
hongos. Sin embargo, se conocen menos de 200 especies que
pueden producir infecciones en el ser humano y el 90 por ciento
de las micosis pueden ser atribuidas a sdlo una docena (1). En
el ambiente existe una cantidad de hongos de diferentes
dimensiones que constituye lo que se conoce como hongos
anemdfilos. Tienen diferentes tamafios y al ser inhalados por
¢l hombre pueden producir cuadros respiratorios de diversa
gravedad, siendo ¢l asma brongueal el mas importante (2).

Se conoce poco de la potencialidad de los alergenos en los
ambientes externos, sin embargo se han descrito como
desencadenantes de cuadros de asma y rinitis principalmente,
un nimero de aproximadamente 80 especies de hongos (3-6).
Las condiciones ambientales tales como la humedad relativa,
temperatura, precipitacion pluvial, inversiones térmicas,
contaminacion y actividades humanas, influyen de manera
determinante en la proliferacion y propagacion de las particulas
fiingicas hacia los espacios interiores (7,8). Son afectados
nifios, adolescentes y adultos jovenes (9). Saito en 1904,
demostrd los efectos respiratorios en los individuos, producidos
por la inhalacion de particulas fingicas (10). Posteriormente
en 1935 Feimberg confirmd los hallazgos, en la misma drea
de estudio, de otros investigadores en América Latina (11,12).
En las 0ltimas décadas se ha estudiado el impacto que los
hongos aneméfilos producen en el interior de casas y escuelas
(2), igualmente se ha estudiado su transmisidn en el interior
de las dreas hospitalarias (13-15). En este trabajo se estudid
un ambiente laboral hospitalario, del Hospital Vargas de
Caracas con el objeto de determinar los hongos ambientales
presentes y tratar de determinar su implicacion en patologias
respiratorias,

Materiales y métodos

Caon el objeto de conacer la incidencia de hongos anemdfilos
en un ambiente laboral de las oficinas de Recursos Humanos
del Hospital Vargas de Caracas, con un drea de 30 m’, se
tomaron muestras de aire utilizando el método de impactacién
mediante un aparato “Hidir Air Sampler System (Figura 1) y
por deposicion gravitacional horizontal, sobre placas de Agar
Sabouraud Dextrosa con cloranfenicol expuestas durante 3 v
10 minutos respectivamente. Posteriormente fueron incubadas
a 25°C, examinadas a las 48 horas y hasta un miximo de §
dias para el aislamiento de las colonias fiingicas (Figura 1).
Paralelamente, se tomaron muestras nasales y orofaringeas de
cuatro de los once trabajadores del darea estudiada, que
presentaron rinofaringitis alérgica, conjuntivitis alérgica,
laringotraqueitis aguda.

@% Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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Figura 1. A.B.C.D. Toma de muestras de aire utilizando el
método de impactacion mediante un aparato “Hidir Air
Sampler System. E.F.GH. Toma directa de muestra de
pared.

Resultados

Los hongos aislados, se clasificaron segln criterios
micolégicos convencionales encontrandose siete géneros: 4s-
pergillus, Penicillium, Cladosporinm, Curvidaria, Monilia,
Rhizophus y Fusarium. Dentro de las especies de Aspergillus
aisladas predomind A. fumigatus considerado como uno de
los productores de patologias respiratorias,

En cuatro de las once muestras nasales y orofaringeas tomadas
a los once trabajadores del drea estudiada, que presentaron
rinofaringitis alérgica, conjuntivitis alérgica, laringotraqueitis
aguda, se encontrd: 4. fumigains y Cladoesporinm spp.
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Aislamiento de hongos anemdfilos en un ambiente laboral hospitalario

Figura 2. Ejemplo del erecimiento de colonias fiingicas a
los 5 dias de la Toma de la Muoestra en diferentes dreas de
estudio.

Figura 3. Crecimiento de hongos a partir de muesiras
clinicas.

Figura 4. Microcultivos de hongos aislados en el estudio. A,
A, fumigatus. B. Fusarium spp. C. Cladosporium spp. D.
Penicillium spp.

i1

Discusidn

Los hongos anemdfilos estdn siempre presentes en el aire,
muchas veces son causante de diversas patologias pulmonares
algunas de consideracion para el humano (2). En este trabajo
se aislaron diversos hongos entre los cuales se encontramos
aquellos pertenecientes a los géneros Aspergilfus, Penicillinm,
Cladasporivm, Curvilaria, Monilia, Rhizophus y Fusarium,
Dentro de las especies de Aspergilluy aisladas predoming 4.
Jumigatus considerado como uno de los productores de
patologias respiratorias. De igual forma, de las muestras nasales
y orofaringeas de cuatro de los once trabajadores del drea
estudiada, los cuales presentaron rinofaringitis alérazica,
conjuntivitis alérgica, laringotraqueitis aguda, se aislaron A
Jumigatus y Cladosporium spp. lograr demostrar su
implicacion en las patologias referidas. Es importante resaltar,
en especial con el aislamiento de A, fumizatus, que el mismo
fue observado en las muestras tomadas del aire v en algunos
de los trabajadores del drea estudiada, demostrindose que
existe contacto entre el hongo v el individuo v que ambos
conviven en un drea contaminada con este y otros hongos
aislados. Esta interaccion es fundamental en el momento que
se deba evaluar si las patologias respiratorias, en especial el
asma bronquial. Es por ello gue este tipo de estudio se hace
cada vez mds importante dentro del drea hospitalaria. En
nuestro caso se realizd la determinacion de los hongos
anemofilos, en un drea donde no existen pacientes
hospitalizados, pero los resultados obtenidos indican que si
en este caso, solamente alguno de los trabajadores manifestaron
patologias respiratorias, es mds importante la investigacion
de estos hongos en dreas criticas como pudieran serlas unidades
de terapias, quemados neutropénicos, entre otros
Consideramos de vital importancia la determinacion de los
géneros y especies en estas dreas criticas  El estudio sistemdtico
de los ambientes laborales hospitalarios deben ser incluidos
en todo trabajo cuando se intente determinar la calidad del
aire en las diferentes dreas de un Hospital.
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Caracterizacion de la expresion y aislamiento de proteinas
de choque térmico (HSP) en Trypanosoma cruzi

Torrealba Saibel, Ferraz Sabrina, Pérez José Luis, Mosca Walter y Campos Yelitza

Laboratorio de Fisiopatologia, Instituto de Biomedicina, Universidad Central de Venezuela

RESUMEN

Trypanosoma cruzi es el agente etiologico de la enfermedad del Chagas. la cual afecta a unas 18 millones de personas, siendoe para muchos
paiscs de Centro y Sur América uno de los principales problemas de salud pablica. En Venezuela, algunos estudios reportan un 11.3% de
seroprevalencia frente a T cruzi, principalmente en localidades rurales. Hasta la fecha, la quimioterapia convencional es efectiva solo en
la fase aguda de la enfermedad. ademds origina efectos secundarios indeseados en los pacientes, este problema asociado a la ausencia de
tratamicntos de inmunoprofilaxis, hace prioritario el estudio y ¢l aislamiento de nuevas moléculas o antigenes de T cruzi, capaces de inducir
una respuesta inmune protectora, que permita oftecer una alternativa a la poblacidn susceptible. En este sentido, se ha descrito que las
proteinas de chogque térmico (HSP) juegan un papel importante en el desarrolle de la respuesta inmune celular y humoral y estan imvolucradas
en la induccion de inmunidad contra agentes infecciosos. Es por ello, que esta investigacion esta orientada a evaluar distintas condiciones
cxperimentales sobre el aumento en la expresion de HSP de T cruzi, que puedan ser utilizadas para un aislamiento mas eficiente de las
mismas, con la finalidad de evaluar posteriormente su potencial uso como herramienta en la inmunoterapia. En funcion de esto, se tomaron
cultivos de epimastigotes de la cepa ¥ de T eruzi, en fase estacionaria de crecimiento, se les sometio a diferentes condiciones de estrés
{nutrientes. emperatura ¥ temperatura-nutrientes) durante distintos tiempos de incubacidn y se evalud el perfil de proteinas abtenide a fravés
de electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE, evidencidndose diferencias cualitativas y cuantitativas de una condiciin a otra,
Pasteriormente, para demostrar la presencia de la proteina de interés, se realizo inmunoblot de las distintas condiciones experimentales, y s
enfrentaron contra anticuerpos anti-HSP70, obteniéndose 2 bandas que varfan en intensidad segiin la condicion de esirés, La condiciin de
estrés de nutrientes, aplicado durante 4 horas, fue la condicién donde se observd mayor expresion de HSP70, por ello, se escogid esta
condicién para realizar una purificacion parcial de HSP70 por ultracentrifugacién, estableciéndose asi el protocolo de expresidn y purificacién
nccesario para las evaluaciones futuras que se realizarin en el Laboratorio de Fisiopatologia.

Palabras clave: Trypanasoma cruzi, proteinas de choque térmico HSP.

(HSP) Hot shock proteins isolation and expression
in Trypanozoma cruzi

SUMMARY

Trypanosoma Cruzy is the ethiological agent of Chagas disease that affects around 18 million persons. being one of the public health main
problems in some south and central American countries, In Venezucla some reports and researches show 11.2% ol serumprevalencie for TC
specially at communities in the country. Until now the standard chemotherapy is effective only in the acute stape of the disease and produces
unexpected secondary effects to the patients, this situation besides a lack of inmunoprofilaxis treatments, make necessary the research and
isolation of new molecules or TC antigens capable to produce immune protective answers in order o give an option to the susceptible
population Hot shock proteins (HSP) are very important for the development of a humeoral and cellular immune answer, and are related o
the immunity against infecting agents, this is why this research is designed to evaluate the different experimental conditions about  the
increasing of HSP expression inTC in order to be used for a better isolation of the same, with the aim of evaluating their power as a ool
in inmunatherapy. Accarding to this goal some TC epimastigotes cultures were taken in growing slage and were affected with different stress
condition {nutrients-temperature, temperature-nutrients) during the procedure and the proteins profile obtained was evaluated by electrophoresis
with polvacrilamid SDS-PAGE finding quantitative and qualitative differences from one condition to another, in order to demonstrate the
protein existence, inmunoblot of the different experimental conditions were faced against anti-HSP70 antybodies obtaininfg two stripes of
different intensities according to the stress condition. The nutrient stress condition applied during 4 hours was the highest expression of
HSP-70. for this reason this condition was selected 1o make a partial purification of HSP-70 by ultracentrifugation, giving the expression and
purification protocol needed for next evaluations at the fisiopathology laboratory,

Key words: Trypanasoma cruzi, HSF Hot shock proteins,
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Caracterizacion de la expresion y aislamiento de proteinas de choque térmico (HSP) en Trypanosoma cruzi

Introduccion

La enfermedad de Chagas representa un problema de salud
publica para América latina, afectando entre 16 — 18 millones
de personas principalmente en dreas rurales ( 1); en Venezuela,
algunos estudios reportan un 11 2% de seroprevalencia frente
a T cruzi, principalmente en localidades rurales, donde el
8.5% de los infectados fueron nifios menores de 10 afios,
sugiriendo transmision activa durante las Gltimas 2 décadas
(2). Ademas, hay que tomar en cuenta lo poco eficiente de la
quimioterapia convencional y el grado de morbilidad que
produce el no tener una alternativa de inmunoprofilaxis contra
la enfermedad de Chagas, lo que hace prioritario el estudio y
aislamiento de nuevas moléculas que puedan ser usadas para
tal fin y que aporte una alternativa a la poblacion susceptible.
Entre las moléculas que estan siendo investigadas en la
actualidad en este campo de estudio, encontramos las proteinas
de chogue térmico (HSP).

Las proteinas de choque térmico o Heat Shock Proteins (HSP),
se han descrito en todos los organismos vivientes y son
altamente conservadas de una especie a otra, ademis cumplen
una funcion importante en el mantenimiento de la homeostasis
celular al funcionar como chaperonas moleculares ayudando al
plegamiento de péptidos nacientes v previniendo la agregacion
de proteinas en el citoplasma celular (3). Asi, las HSP constituyen
hasta 5% de las proteinas intracelulares totales sin embargo, bajo
condiciones de estrés, tales como exposicidn a las altas
temperaturas, a toxinas, a condiciones oxidativas o a la privacion
de glucosa. sus niveles pueden elevarse hasta 15% o mas,
pudiendo encontrar la forma constitutiva (HSC) v la forma
inducible (HSP), esta ultima es la encargada de prevenir la
agregacion de proteinas importantes para la célula, cuando se
encuentra bajo alguna condicién que represente un estrés para
ella(4). Ademas de sus funciones como chaperonas moleculares,
se ha descrito que las HSP juegan un papel importante en el
desarrollo de la respuesta inmune celular v humoral En este
sentido, se ha encontrado que las HSPs purificadas de un
determinado tipo celular, por ejemplo de células cancerosas, estin
asociadas con una variedad de péptidos, que constituyen un
repertorio propio de las células de donde se aislaron (5).
Actualmente, se esta usando la inmunizacion con los complejos
HSP-peptidos derivados enddgenamente o reconstituidos “in
vitro™” para desencadenar una potente respuesia contra los
péptidos asociados a HSP y por ende confra las células de donde
se originaron, Esta estrategia se esta utilizando en el tratamiento
de tumores, virus y otras enfermedades infecciosas, obteniéndose
buenos resultados (6).

Con respecto a T cruzi, se ha analizado el efecto de las protei-
nas de choque térmico del parasito en la maduracion de célu-
las dendriticas precursoras de ratan; los resultados obtenidos
demostraron que la HSP70 sola, unida al antigeno KMPII,
asi como también fragmentos de HSP70, son capaces de ma-
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durar las células dendriticas murinas. La célula dendritica
madura aumenta la expresion de 1L-12, de citocinas como
TNF-ot, de moléculas coestimuldoras y marcadores de activa-
citn, demostrando un aumento claro en la capacidad
aloestimuladora. Asi estos resultados sugieren que la HSPT0
de T cruzi. puede ser un vehiculo muy atil para desarrollar
inmunoprofilaxis e inmunoterapia basadas en células
dendriticas, contra el agente infeccioso (7).

Es evidente, que las HSP representan un tema que puede apor-
tar alternativas a la enfermedad de Chagas, y no solo ellas
como moléculas dominantes en diversos organismos, sino la
importancia de los péptidos que ellas acoplan y protegen, de
los cuales algunos pueden tener potencial inmunoldgico, tal
como lo sugieren algunos trabajos (8) , es por ello, que esta
investigacion esta orientada a evaluar distintas condiciones
experimentales sobre el aumento en la expresion de HSP de T
cruzi, que puedan ser utilizadas para un aislamiento mas efi-
ciente de las mismas (solas y acopladas a péptidos del parisi-
o), con la finalidad de evaluar posteriormente su potencial
uso como herramienta en la inmunoterapia.

Metodologia

Cultivo de parasitos se realizo a partir de epimastigotes de la
cepa Y de T. cruzi, con un indculo inicial de 2 x10° parasitos/
ml en un volumen final de 100ml en medio LIT enriquecido
con suero Newborn al 5%, sangre desfibrinada de conejo 0,2%
v gentamicina 50ig/ml colocado en 4 frascos para cultivo celular
de 400ml {Falcons) los cuales se mantuvieron a temperatura
ambiente. Se hicieron recuentos diarios hasta llegar a fase esta-
cionaria de crecimiento, donde se procedid a colocar cada culti-
vo bajo las condiciones experimentales establecidas.

Estrés de nutrientes consistio en colocar los parisitos en
medio minimo de nutrientes (RPM1 + gentamicina). El estrés
de temperatura consistio en colocar el cultivo de parasitos en
la estufa a 37°C. Estrés de nutrientes — temperatura, ambas
condiciones combinadas; cada una a distintos tiempos de
incubacion (2, 4, v 24 horas).

Procesamiento de los cultivos posterior cumplidas las con-
diciones experimentales establecidas, se coloco el cultivo en
tubos conicos plasticos estériles centrifugiandolo a 1500 g por
10 minutos. Se descartd el sobrenadante v el sedimento se
lavd dos veces con buffer PBS pH 7.4, centrifugando en cada
caso bajo las mismas condiciones. Luego, se resuspendio el
sedimento en 1ml de buffer PBS pH 74 y se agregd un
cocktail de inhibidor de proteasas 10x (Protease inhibitor
cocktail. SIGMA) con una dilucién 1/10. Posteriormente los
pardsitos se sonicaron (sonicador SONIFIER 250, Branson),
dando 7 pulsos de 10 watts con intervalos de 5 segundos cada
uno, con la muesira colocada en hielo; una vez lizados los
cultivos, se centrifugaron 10 minutos a 1000 g y se alicuotd
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Caracterizacidn de la expresidn y aislamiento de proteinas de choque térmico (HSP) en Trypanosema cruzi

200ul del sobrenadante, en tubos eppendorf nuevos y final-
mente se guardaron a -20°C hasta su uso.

Cuantificacion de proteinas cuantificacion de las proteinas
totales de los lizados de T cruzi, utilizando el Micro Lowry,
{modificacion del Lowry 1951}, Se leyd a una longitud de
onda de 730 nm en un espectrofotdémetro Beckman Du 6408,

Evaluacidon del perfil de proteinas de los lisados de T, cruzi
s¢ evaluo el perfil de proteinas de los lisados a través de
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%, en condicio-
nes disociantes y desnaturalizantes por el método 5DS - PAGE,
Se coloco 10pg de cada muestra en pozos independientes en
un volumen total de 25ul completado con buffer de muestra
1X. Se uso 2ul del marcador de PM  para cada gel (Broat
Range Protein Molecular Weight Markers, PROMEGA). Para
iniciar la corrida se coloct la fuente de poder a 80v constante,
hasta observar que las muestras se alinearan al final del gel de
apilamiento, luego se aumentd el voltaje a 160v constantes,
hasta el final de la corrida. Una vez finalizada se realizo a
cada gel, la tincion de azul brillante de Coomasie. Los pesos
moleculares de las bandas reveladas se calcularon a través del
Software “Quantity one” de BIO-RAT.

Electrotransferencia e inmunoblot se realizaron corridas
electroforeticas con geles preparativos para cada muestra
(poliacrilamida 10%), se uso un marcador de PM pretefiido
(BenchMark™ Prestained Protein Ladder. INVITROGEN).
Una vez culminada la corrida, se montd el sistema de transfie-
rencia a nitrocelulosa durante 1 hora usando 70V, 130 mA,
OW. Al final de la trasferencia se tifio con rojo ponceu cada
una para corroborar la transferencia de proteinas. Posterior-
mente se realizd inmunoblot {modificacion del método de
Southern 1973), a cada muestra transferida en nitrocelulosa,
usando como anticuerpos primarios anti — HSP70 (producida
por ¢l laboratorio del Dr. Tomds Hermoso) (dilucidn 1/50),
pool de sueros negativos y positivos para la enfermedad de
Chagas {1/1000); anticuerpos secundarios conjugados con
fosfatasa alcalina (Goat anti-human 1gG (H+L) GTBCO - BRL,
Anti-conejo, Anti-Rabbit 1gG phosphatase alcaline BIO-RAD)
(dilucian 1/1000), ¥ sustrato para fosfatasa alcalina {Sustrato
1-Step™ NBT/ BCIN. PIERCE). Se usd como control positi-
vo para H3P70: HSP70 de extracto de corazan homélogo con
la secuencia HSP7T0 de Leishmania sp.

Purificacidn parcial de HSPT0 se realizo a partir de culti-
vos masivos de epimastigotes de la cepa Y de T, cruzi, en fase
estacionaria de crecimiento, siguiendo las mismas condicio-
nes descritas para la induccién de las HSP en estrés de
nutrientes de 4 horas, Aproximadamente 1x 107 pardsitos s
resuspendicron en 10ml de tampdn de lisis A (S0mM tris/HCI
pH 8, 5 mM CaCl,) + inhibidor de proteasas. Posteriormente
se homogeneizd en un sonicador (SONIFIER 230, Branson),
dando 7 pulsos de 10 watts con intervalos de 5 segundos cada
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uno, manteniendo la muestra en hielo. Se ultracentrifugd
100.000 xg | hora a 4°C, luego se separd la fraccion soluble
51, donde se ha descrito que se encuentra la HSP70 (16}

A esta fraccion soluble (51} se le realizo todo el procedimien-
to de electrotransferencia e inmunoblot descrito anteriormen-
te utilizando como anticuerpo primario anti-HSP70, revelan-
do asi la presencia en mayor cantidad de la proteina de interés
para esta condicion,

Resultados

Evaluacidn del perfil de proteinas de los lisados de T, cruzi
al evaluar los cambios en el perfil de proteinas de los lisados de T
cruzi bajo las distintas condiciones de estrés (temperatura, nutrientes
y nutrientes-temperatura) a los distintos tiempos de incubacion
(2, 4 ¥ 24 horas), por el método de electroforesis SDS — PAGE.
observamos que estos varfan cualitativa y cuantitativamente, depen-
diendo de la condicion experimental aplicada,

£h i@ Ton| T

B Condiciones! Intensidndes

Peso Control Mutrientes  Temperatura  MNulrientes —
malecular temperatura
79,02 136,91 113,18 124 94 147 62
68,75 121,34 102,25 114,03 134,76
33,75 119,69 %6,02 L0h8, 4% 123,75
43,60 114,07 10,21 103 &5 118,95
40,84 149,35 131,76 139, 6% 161,70
36,62 135,64 |0, 85 139,35
34,11 149,04 122 42 119,61 134,15
30,26 115,34 92,35 L0, L9 98,02

Figura L. Perfil proteico del lisado de T, cruezf bajo condicio-
nes de estrés de 2 horas (A) Electroforesis SDS — PAGE 10%
en condiciones disociantes del lisado de T, cruzi, cultivados
bajo condiciones de estrés de nutrientes, temperatura,
nutrientes- temperatura ¥ control (sin estrés), durante un
tiempo de 2 horas. Tabla 1. (B). Peso molecular e intensida-
des de las bandas mas evidentes separadas en la electroforesis,
Analizadas por el programa Quantity one.
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Caracterizacion de la expresiin y aislamiento de proteinas de choque térmico (HSP) en Trypanosoma cruzi

Asi observamos que en la condicidn de estrés de nutrientes y de
temperatura, la intensidad de las bandas disminuyen, esto al ser
comparadas con el control, lo que sugiere que ha comenzado ha
producirse cambios en el pool de proteinas del pardsito, bajo
estas condiciones, Por el contrario en la condicidon de nutrientes-
temperatura, observamos una intensidad de las, particularmente
aquellas que se encuentran en un rango de pesos moleculares de
73 a 30 KDa, por debajo de esta rango se mantienen bajas con
respecto al control (Figura 1, Tabla 1).

Cuando se mantiene la condicion de estrés durante 4 horas,
igualmente observamos que las intensidades de las bandas son
menores que las observadas en el control, exceptuando en las
condiciones de temperatura y nutrientes-temperatura, en don-
de se observa un mayor grado de intensidad en las bandas
localizadas entre 50 y 40 KDa (Figura 2, Tabla 2).
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B Condicion cs! Intensidades

Peso Control Mutrientes  Temperatura Nulrienfes —
ITIIIItl'.'l.Ilir t:mpgratul'a
10477 98.93 f14.39 83.74 T228
03,54 93.96 10458 75.58 7736
4.6 119.75 10526 99.03 TE.07
73,30 - - 79,30 41.68
66.95 499,72 9231 £1.52 9139
62.87 12254 97.55 11537 8168
33,93 [48.39 14344 10603 134.6
46.87 11825 116.39 BT.26 -

46,13 156,50 187 123,29

41.53 17225 123.81 - 159.61

Figura 2. Perfil proteico del lisado de T. cruzi bajo condi-
ciones de estrés de 4 horas (A) Electroforesis SDS — PAGE
10% en condiciones disociantes del lisado de T, ernzi, cul-
tivados bajo condiciones de estrés de nutrientes, tempera-
tura, nutrientes- temperatura y control (sin estrés), du-
rante un tiempo de 2 horas. Tabla 2.- {B). Peso molecular
¢ intensidades de las bandas mas evidentes separadas en
la electroforesis. Analizadas por el programa Quantity One.
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Después de 24 horas de transcurrido el estrés, la condician de
temperatura afecta de tal manera al pardsito, que aumenta la
intensidad de las bandas analizadas entre los 92 hasta 39 K Da,
¥ en nutrientes-temperatura las variaciones ocurren en deter-
minadas fracciones, asi tenemos aumento entre 70 v 60 KDay
disminucidn en bandas de 66, 61, 50 v 40 KDa (Figura 3,
Tabla 3). Estos resultados sugieren que, dependiendo de las
condiciones del entorno del pardsito, este va a dirigir su ma-
quinaria a la sintesis y/o degradacién de un grupo de proteinas
que le permitan a adaptarse al nuevo entorno v asi garantizar
su supervivencia. Algunas de las proteinas de nueva sintesis,
pueden ser H5P, que como se ha descrito actiian en la protec-
ciém de moléculas importantes para el pardsito, desempenan-
do su rol en situaciones de estrés como es el caso.
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B  Condiciones/ Intensidades

Feso Control Mutricntes  Temperaturn  Nutrientes —
molecalar temperaturs
101.15 12326 164,74 204 52 181.13
63 1.5 108,65 154.56 110.87
T1.66 130163 11578 161.44 143 48
6494 146.44 LIT7.78 185.87 103 48
59010 13539 - 170,70 126.74
55.30 159.82 140,30 14813 137.09
5117 244 48 231.09 25500 233,32
4569 186.09 165.78 211.82 161.74
42 81 163.04 144 96 22126 145,30
3069 201.30 143 48 198.74 189.48
29.02 - 107.09 206.52 -

Figura 3. Perfil proteico del lisado de T. eruzi bajo condi-
ciones de esirés de 24 horas {A) Electroforesis SDS — PAGE
10% en condiciones disociantes del lisado de T, creezi, cul-
tivados bajo condiciones de estrés de nutrientes, tempera-
tura, nutrientes- temperatura y conirol (sin estrés), du-
rante un tiempo de 2 horas. Tabla 3.- {B). Peso molecular
¢ intensidades de las bandas mas evidentes separadas en
la electroforesis. Analizadas por el programa Quantity one.
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Caracterizacién de la expresion y aislamiento de proteinas de choque térmico (HSP) en Trypanasoma cruzi

Determinacion de HSP70 en los lisados de T. cruzi se en-
frentaron los lisados de 77 crnzi, obtenidos bajo las distintas
condiciones experimentales, contra anticuerpos anti-HSP70,
con la finalidad de detectar la presencia de dicha proteinay a
su vez, determinar la condicion experimental donde se expre-
sa en mayor proporcion; ademds se decidid enfrentar las mues-
tras, a pool de sueros de pacientes positivos para la enferme-
dad Chagas, debido a que se ha descrito que en estos pacien-
tes se han encontrade anticuerpos capaces de reconocer [a
HSP70 del pardsito (91 y queriamos evaluar si cambian el pa-
tron de reconocimiento bajo las distintas condiciones de estrés,
Asi, se oriento este ensayo a evaluar si habia reconocimiento
dentra del rango de pesos moleculares que corresponde con la
proteina de interés (80 — 60 KDa) y determinar si este varia
segin la condicion analizada,

Los resultados obtenidas indican, que la HSP70 esta presente
en todos los lisados de T eruzi, obtenidos bajo las distintas
condiciones experimentales, pero al hacer el analisis de las
bandas de reconocimiento se encontrd, que la intensidad de
estas varia dependiendo de la condicidn de estrés, lo que es
indicativo de que la expresion de HEP70, depende del estrés
aplicado y el tiempo empleado.

Podemos observar que ya a las 2 horas de incubacién bajo las
distintas condiciones de estrés, existe un aumento de HSPTO,
condicion que se mantiene a lo largo del tiempo, (4 y 24 horas),
ademis de reconocer bandas entres 80 y 60 KDa, rango de pe-
sos descritos para la familia de HSP70, también hay reconoci-
miento en regiones de menor peso molecular (30 — 30 KDa),
ocurriendo este hecho salo en las situaciones en que el pardsito
esta siendo estresado; asi para el tiempo de 2 horas estas bandas
de menar peso se observaron en todas las condiciones de estrés,
a4 horas en nutrientes y nutrientes-temperatura; y para 24 horas
sélo en la condicidn de nutrientes (Figuras 4, 5, 6 A). Estos pe-
quefios cambios son compatibles con los observados en el perfil
electroforetico, donde las bandas de proteinas dentro del rango
entre 50 v 30 KDa son unas de las més intensas.

Cuando se observd el perfil de reconocimiento del pool de
sueros positivos, enfrentado a los lizados de T cruzi, es evi-
dente que hay variacion de las proteinas reconocidas bajo las
distintas condiciones de estrés (Figuras 4, 5 v 6 A). Es de se-
fialar que dentro de las proteinas reconocidas por el pool posi-
tivo, hay algunas que se encuentran en la zona de peso
molecular de la HSP70, inclusive se presentan como bandas
de gran intensidad, lo que puede indicar que los sueros de
pacientes positivos reconocen las HSP70 que se encuentran
en los lizados de T Cruzi, y varian dependiendo de la condi-
cién de estrés utilizada, Sin embargo es necesario confirmar
este reconocimiento con el anticuerpo especifico, lo cual esta
planteado en trabajos futuros. Otro punto importante que men-
cionar, es gue segin los datos obtenidos, la condicitn de estrés
de nutrientes aplicado por un tiempo de 4 horas, es donde se

encontrd mayor expresion de HSP70, por lo cual fue la esco-
gida para purificar la proteina de interés, estableciendo de esta
manera un protocolo a seguir para futuros estudios que re-
quieran induccion de HSP.

A+ -HSP + - HSP + - HSF + -HSP
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Temperatura  Nutrientes

Control Mutrientes
~temperatura
B
Condicion Anti-HSPT0 Puool + para Chagas
PM (KD  Densidad PM (KI¥a) Densidad

Control 66095 21.428 6. 703 111.856
53335 79 R56
49573 65000
46.151 B 144
Mutrienles SR.86 87.57 T4.59 182.57
3283 3100 6345 18528
5741 231.57
42,63 214.71
i 237,57
26 23028
2443 134 (W)
Temperatura 73213 495,00 71.414 159,372
34.200 92.85 53.342 205 ROS
36,986 242 428
331,405 183716
40,207 152,144
30378 195 856
Mulrientes T72.248 115,00 T75.683 239,572
- temperanra 33851 95284 67387 202000
GO0 193,716
50.870 213428
395818 219.716
35.363 233 424
relil i) 122144
24736 1008572
21774 121.572
18208 142716
10,182 159000

Figura 4. (A) Inmunoblot de las condiciones de estrés de 2
horas. Se observa los inmunoblot de las muestras someti-
das a estrés de una duracidn de 2 horas y el del control
(sin estrés). Se usd un pool de suero de pacientes con
serologia positiva para Chagas (+), un pool de suero nega-
tivo para el Chagas (-) y un anticuerpo contra HSP70
(HS5P), en ese orden (de izquierda a derecha) respectiva-
mente, Tabla 4.- (B) Pesos moleculares y densidad de las
bandas reconocidas por los anticuerpos anti-HSP70 y Pool
de sucros positivos para Chagas respectivamente,
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q £l

i Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
et de BiocanalistasEspecialistas

[TER]

1y



Caracterizacion de la expresion v aislamiento de proteinas de choque térmico (HSP) en Trypanosoma cruzi

+ -HSP

Temperatura  Nulrientes-
l&mpera“lrﬁ

B
Condicion Anti-HSPT0 Pool + para Chagas
PM (KDa)  Densidad PM (KDa) Drensidad
Control 94,406 158000 497122 131000
230,301 130428
187 980 136,144
156751 140,284
132.115 127.144
106,436 136,856
00.254 160.572
34573 149 284
47720 175.144
40.751 192,000
26,222 105,284
Mutrientes T1.060 19716 B0.073 132,000
48932 154,000 59.250 150,284
32911 1850400
48.581 205428
41.168 135856
Temperatura 64,650 135428 91,230 134 856
SB35 147.000
52153 137144
43 843 161.572
29391 137.716
Mutrienies B6.9T77 92.572 373,990 168856
- temperaura 44366 58716 204 298 142.284
TO.874 115.856
48.431 125,856
40320 a0 144
20480 11%.716

Figura 5. (A) Inmunoblot de las condiciones de estrés de 4
horas. Se observa los inmunoblot de las muestras someti-
das a estrés de una duracion de 2 horas y el del control
{sim estrés). Se usd un pool de suero de pacientes con
serologia positiva para Chagas (+), un pool de suero nega-
tivo para ¢l Chagas (-) ¥ un anticuerpo contra HSP70
{HSP), en ese orden {de izquierda a derecha) respectiva-
mente, Tabla 5.- (B) Pesos moleculares y densidad de las
bandas reconocidas por los anticuerpos anti-HSP70y Pool
de sueros positivos para Chagas respectivamente,
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Control Temperatura Mutrientes.
temperatura
B
Condicidn Anti-HSP70 Poal + para Chagas
PM (KDa) Densidad PM (KDa) Densidad
Control 54.021 B7.284 216090 75.144
126803 T0 284
88.320 51.428
63022 108144
53427 122,572
39.555 152 856
31.271 112,000
27.64% 137572
Mutrientes 85000 98,428 187 449 178 856
G618 T 284 168,239 182 (W0
148.970 I 70856
11088 171.284
00,677 03 428
76.713 170.000
71414 178,144
65,124 179000
58.527 169,572
Sndle 171.428
47.561 161.716
45415 156.716
43.199 163,284
Temperatura 80.206 77.176 211.256 96,284
186,671 114 836
143,199 108,572
80.206 11600k
S6.102 107.716
42,510 107,716
24283 05 2R84
Mutrientes
- temperaura 72150 98000 196 836 113716
148.351 119.856
115.722 136,572
73643 163.572
50,920 155144
34,005 211,856
15215 224000

Figura 6. (A) Inmunoblot de las condiciones de estrés de 24
horas. S¢ observa los inmunoblot de las muestras sometidas a
estrés de una duracion de 2 horasy el del control (sin estrés). Se
usd un pool de suero de pacientes con serologia positiva para
Chagas (+), un pool de suero negativo para el Chagas (-) y un
anticuerpo contra HSP70 (HSP), en ese orden (de izquierda a
derecha) respectivamente. Tabla 6.- (B) Pesos moleculares y den-
sidad de las bandas reconocidas por los anticuerpos anti-HSP70
y Pool de sueros positivos para chagas respectivamente.
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Caracterizaciin de la expresion y aislamiento de proteinas de choque térmico (HSP) en Trypanosoma cruzi

Purificacién parcial de HSP70 para el aislamiento de la frac-
cidn correspondiente con la proteina de choque térmico de 70
KDa, se escogid la condicion de 4 horas de escasez de
nutrientes, la densitometria demostrd que el pico de la banda
reconocida por los anticuerpos anti — HSP70 fue mayor que
en ¢l resto de las condiciones, una vez establecida la condi-
cidn experimental, se procedio a la purificacion parcial de la
HSP70, tal v como se describio en materiales y métodos.

Fraccion soluble 1 Nutrientes 4 horas

Figura 7. Inmunoblot de la fraccion soluble S1 obtenida
del lizado de Trypanosoma cruzi ultracentrifugado bajo la
condicion de estrés de nutrientes en un tiempo de 4 horas
que se enfrentd contra anti-HSPT0; se puede apreciar el
perfil de bandas que corresponden a epitopes comparti-
dos con HSP70 que tienen distintos pesos moleculares, com-
parado con el inmunoblot de los lizados de T cruzi, sin
purificar bajo las mismas condiciones experimentales.

Una vez obtenido el sobrenadante 1, se evalud mediante el
método de inmunoblot con los anticuerpos anti-HSP70, los
resultados obtenidos evidenciaron bandas de reconocimiento
intensa lo que indico que la proteina estaba presente en con-
centraciones elevadas (Figura 7).

Discusion

Tomando en cuenta la importancia que ha adquirido la enfer-
medad de Chagas, tanto en América Latina como en Venezue-
la, por ser un problema de salud publica que afecta principal-
mente a individuos de zonas rurales y de bajo estrato
sociceconomico, se han venido estudiando diversas molécu-
las de T, cruzi, entre las cuales encontramos las HSP70, asi, se
describio esta proteina como antigeno dominante en el parisi-
to (9), y como molécula adyuvante al inducir estimulacion de
células dendriticas al ser aplicada ligada a un péptido (7). Se-
gin el planteamiento de estos autores, la HSPT70 de T, eruzi,
posee las caracteristicas necesarias para ser usadas como mo-
léculas para inmunoterapia /o inmunoprofilaxis. Este traba-
jose oriento a la evaluacion de distintas condiciones de esirés,
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con la finalidad de aumentar la expresion de HSP y determi-
nar la condicion mds adecuada, para un aislamiento mads efi-
ciente de dichas proteinas.

Los resultados obtenidos sugieren que las variaciones en el
entorno del pardsito hacen que este modifigue de alguna ma-
nera su perfil proteico ya sea por aumenio o disminucion de
cierto grupos de proteinas, y se sugiere que dentro de las que
se sintetizan de novo se encuentran las HSP70. Ademas, al
evaluar el perfil de reconocimiento de los lizados de T. cruzi,
con anticuerpos anti- HSP70, se evidencio reconocimiento en
la zona de peso molecular esperada (80 — 70 KDa), y una
banda de menor peso molecular aproximadamente 30 KDa,
En este sentido se ha reportado por andlisis proteomico del
parasito la presencia de péptidos ubicados en un rango de pe-
sos moleculares de 25 a 30 KDa en electroforesis de 2 dimen-
siones, que fueron identificados como HSP70, por andlisis de
secuencia peptidica (Parodi y col. 2004); lo cual sugiere que
estos péptidos pueden ser de nueva sintesis o de recambio.
También encontramos que el pool de sueros positivos recono-
ce bandas en la zona de peso molecular de la HSP70, lo cual
ha sido reportado previamente, en trabajos que describen la
HSP70 de T cruzi, como antigeno dominante durante la in-
feccidn (Marafion 2001).
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Antropometria materna y porcentaje de grasa corporal como
métodos para evaluacion nutricional durante el embarazo
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RESUMEN

Lalmpedancia Bipeléctrica (1BE) es un método de evaluacién nutricional que permite determinar el porcentaje de grasa corporal inocuamente.
Elabjetivo de este trabajo es determinar si 1a IBE es un método vilido para identificar pacientes embarazadas con riesgo ponderal, comparado
con la antropometria materna convencional (IMC o indice de masa corporal). 136 puérperas sanas, con embarazos simples a término v partos
normales, a quienes se les determing peso, talla e IMC; y a sus neonatos peso, talla e indice ponderal (1P). Se correlacionaron y analizaron
estadisticamente todas las variables enire si. El porcentaje de grasa corporal resultd hasta seis veces mis sensible en la deteccién de desnutricion
neqnatal ([P menor de 2,26 y peso al nacer menor de 3.000g) comparativamente con el IMC, El porcentaje de grasa corporal medido por [BE
por su mayor sensibilidad, representa un mejor método de evaluacion nutricional, para detectar gestantes con riesgo ponderal.

Falabras elave: Evaluacion nutricional, antropometria, impedancia biogléctrica, grasa corporal, embarazo,

Maternal anthropometry and percentage of body fat
as methods for nutricional evaluation during pregnancy

SUMMARY

Bioelectrical impedance (BIA} is a nutritional evaluation method that allows to determine body fal percentage in a non invasive, non
aggressive way, The aim of Lhis paper was to establish if BIA is a valid method to identily pregnant women with weight risks, compared 1o
malernal conventional anthropometrics (BMI or body mass index). We enrolled 136 healthy pregnant women with complete pregnancies,
and normal deliveries, Were examined height, weight and body mass Index and their newborns concerning weight, height and weight index,
All data was analyzed statistically, all variables between themselves. Body fat percentage was six times more sensitive to detect neonatal sub
nutritional values (weight index 2.26 and birth weight less than 3.000 Gr.) when compared o body mass index. Body fat percentage
measured by BIA, because of its greater sensibility resulted a belter nutritional evaluation method for pregnant women with weight risk.

Keys words: Nutritional evaluation, anthropometrics, bioelectrical impedance, body fat, pregnant
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Antropometria materna y porcentaje de grasa corporal como métodos para evaluacidn nutricional durante el embarazo

Introduccion

El embarazo es un proceso fisioldgico que determina un aumento
de los requerimientos nutricionales de la madre y establece la
necesidad de un mayor ¥ mejor aporte dietético {1). Este
incremento en las necesidades nutricionales, ha de cubrir tanto el
crecimiento v desarrollo del feto, como los cambios que
experimentan la estructura y el metabolismo de la madre (2}

El crecimiento fetal, normalmente depende de la unidad
materno-placentaria-fetal, v de ella el factor materno es el mas
frecuentemente asociado con el crecimiento fetal; por tanto el
estado nutricional de la mujer, es un ¢l elemento de gran interds
clinico. Por lanto, son de suma importancia, el conocimiento
del peso materno preconcepeional, la ganancia de peso durante
el mismo, y los componentes de la ganancia de peso materna y
fetal, especificamente las reservas grasa {3).

La grasa es considerada un componente fundamental por varias
razones: 1) representa una importante fuente y reserva de
energia, de hecho, los adipositos contienen 80% de lipidos
por unidad de peso, aportando los lipidos el doble de energia
(9Kcal/g) que los carbohidratos o las proteinas, 2) es
componente esencial de la membrana celular y del tejido
adiposo, 3) matriz quimica de hormonas y vitaminas, 4}
proteccion de Grganos internos y regulacion térmica.

Durante el embarazo aumentan las reservas de tejido adiposo,
gracias al cual se asegura un aporte energético constante al
feto en crecimiento, estableciéndose que en situaciones
normales de nutricion, las embarazadas acumulan al menos un
10% de su peso en forma de grasa. Asimismo, aumentan
fisiologicamente los niveles de triglicéridos y colesterol (4).

Sohlstrom y Forsum (5), midiendo por resonancia magnética
el volumen y distribucién del tejido adiposo durante el
embarazo v la lactancia en embarazadas normales, demostraron
que el tejido adiposo se incrementa un promedio de 3 a4 kilos,
acumulindose el 68% en ¢l tronco, 16 % en los muslos y el
resto en otras partes del cuerpo.

Existen evidencias que sefialan que despuds de cierto limite,
la grasa de la madre no es usada para seguir aumentando el
peso v la talla del recién nacido (4).

Epidemioldgicamente estd bien documentada la relacién peso-
talla de la madre antes del embarazo, como un factor
determinante del crecimiento fetal, incluso de mayor relevancia
que la panancia de peso durante el embarazo. Asi, los hijos de
las mujeres delgadas son mds pequefios que los de las mujeres
con sobrepeso, estableciéndose un factor de riesgo (6).

Se hace muy importante el establecer una estrategia
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metodolégica para la evaluacion nutricional durante el
embarazo, que tenga como objetivo el identificar embarazadas
con riesgo ponderal, de manera de poder realizar una
intervencion nutricional adecuada.

Ademis de el estudio de consumo y cileulo del porcentaje de
adecuacion, la evaluacion nutricional durante el embarazo se
puede realizar a través de “marcadores nutricionales”, entre
los cuales tenemaos 1) medidas antropométricas {peso/talla,
pliegues cutaneos, circunferencia braquial), 2) Impedancia
Bioeléctrica, v 3) determinaciones proteinicas; albimina,
hemoglobina v recuento linfocitario (7).

El método antropométrico incluye el calculo del Peso Tedrico
Ideal (PTI) para una talla determinada, para lo cual existen
algunas formulas (8).

Estudios realizados por Viegas y colaboradores (9)
demastraron que el IMC es el método que mejor correlaciona
el estado nutricional materno y fetal. Se obtiene a través de la
formula IMC = peso (kg.) / talla® {mts), considerandose como
valores normales entre 19 y 24, Para obtener el PTI se emplea
la formula PT1 (kz.) = 20 x Talla® (mts) (8).

Para cualquiera de las formulas que se emplee, se considera: 1)
riesgo de desnutricion cuando el peso actual es 10% inferior al
PTI y 2) riesgo de obesidad: cuando el peso actual es 20%
superior al PTI (8).

Ahora bien, para evaluar ¢l estado nutricional de una
embarazada por antropometria, se debe ajustar el peso de
acuerdo a la edad gestacional de dos formas: 1) caleulando el
PTI segin su talla v agregar el aumento de peso que
corresponde para la edad gestacional que tenga en ese
momento, 6 2) a efectos de esta investigacion, si el peso real
de la embarazada es 10% inferior al asi determinado, se
catalogard como desnutrida, v si el peso real es 20% superior
se catalogard como obesa (8).

En la Consulta Prenatal del Servicio de Gineco-Obstetricia 2
del Hospital *Antonio Maria Pineda”™, se emplea una tabla de
peso ideal, validada en términos de correlacion con el estado
nutricional del recién nacido (8,10), con el ajuste por edad
gestacional (Tabla 1}, la cual toma como PTI un IMC de 20
{kg/m?*), y se considera como ganancia propia del embarazo
1,6 kg./mes los ltimos dos trimestres.

Utilizando los mismos pardmetros de evaluacién del PT1 para
los recién nacidos {desnutricion un peso menor del 0% v
obesidad un peso mayor del 20%), se elabord la tabla de Peso
Ideal del Recién Macido, fundamentindose en un indice
Ponderal Ideal (IP) =25 calculado por la férmula [P = peso
{g)talla (em.) x 100 (8) (Tabla 2).
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Tahla 1

[ TABLAS DE PESO IDEAL PARA LA TALLA

[ T INDICE MASA CORPORAL | e
: BAJO NORMAL ALTO EMBARAZADAS (™)
TALLA <10% P.T.L(*) =>20% |Semanas Peso |
_{em} |Desnutrida Kg _ Obesa |Gestacion Ajustado
145 384 426 51.2 | 10 PTI+0,0
148 9.4 4318 52.6 12 0.8
150 | 405 450 540 | 14 1.6
152 41.6 46.2 55.4 | 16 2,4
154 427 47.4 56.9 | 18 3.2 |
156 | 438 48.7 584 | 20 4.0 [
158 44 9 49.9 59.9 | 22 4.8 |
160 46,1 5.2 61.4 . 24 56 |
162 | 47.2 52.5 63.0 26 54
164 | 48.4 53.8 64.6 28 7.2
166 | 49.6 55.1 66.1 30 8.0
168 | 50.8 56.4 B7.7 a2 8.8
170 | 520 57.8 69.4 | 34 36 |
| 172 | 53.3 59.2 71.0 | 36 10,4 |
| 174 I 54.5 80,6 72,7 | 38 11,2 |
| 176 | 55,8 62,0 744 40 120 |
| 178 | 571 53,4 781 | 41 124 |
Tabla 2
PESO IDEAL DEL RECIEN NACIDO
CON RELACION A LA TALLA
Talla <10% (IP 2,25) PTI(*) =20% (P 3,0)
{ecm} (Desnutridos) (gramos) (Obesos)
47 2.336 2.596 3.115
48 2.488 2.764 3.312
49 2.647 2.941 3.529
50 2.812 3.125 3.750
51 2.985 3.316 3.979
52 3.164 3.515 4.218
53 3.350 3.722 4. 466
54 3.543 3.937 4.724
55 3.743 4.159 4.991

Otro método de evaluacidn nutricional validado es la
Impedancia Bioeléctrica (IBE), a través del cual podemos
determinar el porcentaje de grasa corporal, otros componentes
libres de grasa y agua corporal total. La técnica se basa
fundamentalmente en la respuesta que los tejidos biologicos
presentan, en funcion de sus propiedades fisico-quimicas, al
paso de una corriente eléetrica alterna de baja intensidad. La
IBE ofrece informacidn relativa a dos componentes principales:
{a) un componente resistivo, correspondiente a los liquidos
intra y extracelular, ¥ (b) un componente capacitivo,
correspondiente a la pared celular (11). Es un método ideal
para grupos poblacionales, ya que es fiacil de realizar, practico,
reproducible ¢ inocuo para la paciente embarazada y para el
feto (8).

a2

El porcentaje de grasa corporal puede oscilar entre un 18 v un
28% en mujeres con peso normal; sin embargo, durante el
embarazo, este porcentaje puede aumentar entre un 8 y un
12% (8) (Tabla 3).

Tabla 3. % Grasa corporal por IBE.

Edad Varones Hembras Embarazo
<30 afios 16-24% 18-26% 28-36%
=30 afos 18-26% 20-28% i0-38%

Esta investigacion tiene como justificacién:

1. La necesidad de disponer de un método de evaluacion
nutricional sensible y especifico, que permita identificar a
las embarazadas de riesgo ponderal, de manera precoz y
continua; que sea muy facil de realizar, practico,
reproductible e inocuo para la madre y para el feto, de
manera que sea ideal para grupos poblacionales,

2. La disminucion tan significativa que se ha venido
observando en nuestro pais, en el promedio de peso del
nifio al nacer; generado probablemente, por factores
socioecondmicos, que inciden en el estado nuiricional de
la madre,

3. Laescasa literatura, en el uso de la impedancia bioeléctrica,
como método de evaluacién nutricional durante el
embarazo,

4. El desconocimiento parcial ¥y mal manejo nutricional de
las pacientes embarazadas que acuden a nuestras
Maternidades, por parte de los médicos que laboramos en
ellas,

Material y métodos

Se realizd un estudio prospectivo, correlativo, no experimental
de una poblacion constituida por 136 pacientes puérperas de
los Servicios de Hospitalizacion de la Maternidad “Santa Ana”
IVSS — Caracas, asi como de sus neonalos; en el lapso
comprendido entre abril y junio del 2.006.

Criterios de inclusion

- Pacientes puérperas sanas (post parto vaginal) sin patologia
médica de base;

- Recién nacidos sanos, producto de embarazos entre 37 v
42 semanas por FUR y corroborados por ecosonografia
obstétrica previa y Capurro;

- Consentimiento verbal de las pacientes,

Criterios de exclusion:

- Enfermedades maternas asociadas: hipertension arterial
crénica, hipertension inducida por el embarazo, diabetes,
patologias tiroideas, colagenopatias, cardiopatias;

?éﬂ Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana

W de BioanalistasEspecialistas

LN o B



Antropometria materna y porcentaje de grasa corporal como métodos para evaluacion nutricional durante ¢l embarazo

- Consumo de drogas ilicitas;

- Antecedentes personales de habitos tabiquicos acentuados;

- Diagndstico de retardo del crecimiento intrauterino;

- Diagnostico de eritroblastosis fetal;

- Recién nacidos con alguna patologia de base;

- Recién pacidos producto de embarazos menores de 37
semanas y/o no coincidentes con Capurro;

- Elno consentimiento de la paciente para su inclusion en el
estudio.

De toda la poblacidn estudiada y que cumplié con los criterios
de inclusion en el presente estudio, se obtuvieron datos tales
como edad materna, edad gestacional del embarazo actual
calculado por FUR. (corroborado por ecosonografia obstétrica)
y habitos psicobiologicos. lgualmente se trabajo con el Método
de Graffar (Tabla 4), modificado por el Dr. Méndez Castellano
para evaluar nivel socioecondmico.

Tahla 4
METODCZ DE GRAFFAR
MODIFICADO POR MENDEZ CASTELLANG
PTJE |F‘F|DFEEICIN I:IEL NI'-"EL DE | FUENTE DE | CONDICIONES |.
LA | INSTRUCCION INGRESDOS DE
FaniLiA DELAMADRE {ALOJAMIENTO
1 2 USSVERSITARNE 1« UNIVEREITARLY e  FOATLMA 1s DFTIMAS |
|+ ATO |D ECIUIVALENTE HEREDADS 0 COMDICIONES |
| COMERCIANTE ATNHPRIA | SANITATTIAS |

| | AMENENTE DE LD
. DECIAL DE LaS I
FUEAZAS ARMADAS { |

*  CARGOS |
GEMPAALTS ]
| | ALTA IRECEIN

[+ FECraco + GECUMDAALL  |a  HOMORARIO |+ OPTIMAS |
| COMPLETA |5 CANANCIAS | COMDICIONES
|
| - ESCUELA yractL
- H-i;ﬁ TE &0
L = LA, ESFACIORD |
3 |- eueeaocs |+ secumoama . sueioo +  BUENAS I
I i INGEIMPLETA MENGLAL COMURCEINES [
COMERCIANTES |+ TECMIGE 5"\";2;{"“""
| - e B SR |mFoucioo '
[* + CHIAEROS = ED. PAIMARIA O«  SALARID +  DEFICENCIAS l
1 |EsPECIALIZADDS | ALFABETHCA | SEMANAL ofeN ALGUNAS
| Dlarc COMDICKINES |
L - o I ) | | SANTARIAS |
Is o CHEREREDS M0 AMAEABETA o DOMACOMNE i & RARCHD |
| ESPECIALIZADOE | 5 PUELICAS ©
| USR] ——— . A, . - —

Se infirio la normalidad del embarazo por la revision de las
referencias y/o tarjeta de control prenatal, de la historia clinica
de hospitalizacion y del examen fisico puerperal.

La normalidad del recién nacido fue determinada a través del
examen fisico, conjuntamente con la evaluacion de la edad
gestacional por el Método de Capurro.

Tanto madres como neonatos fueron medidos v pesados en las

primeras 24 horas de asistidos los partos, siendo realizadas
todas las medidas por el mismo observador.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana

Las madres fueron talladas y pesadas y se les determing
simultineamente el % de grasa corporal por la balanza digital
“Body Fat Scale Tanita Mod, Tanita Corp., Tokio, Japon™.

Los neonatos se pesaron en una balanza “Detecto, modelo
Baby-Scale”, calibrada con pesas de hierro de 10y 50 g, siendo
medidos con cinta métrica.

El Indice de Masa Corporal (IMC) se calculd a través de la
formula: IMC = peso (kg)/talla’{m), estableciéndose como
valores normales entre 21 y 29, considerindose como
desnutridas con valores menores de 21, y obesas con valores
mayores de 29.

El indice Ponderal (IP) se calculd por la farmula: TP = peso
(g) x 100/talla* (cm.), rrabajdndose con la tabla de peso ideal
del recién nacido, segiin se establece como [P ideal el valor de
2,5 vy cuando este valor ideal se desvia en menos de 10% se
habla de desnutricion ¥ cuando lo hace mis de 20% se habla
de obesidad, dando un valor normal para el IP entre 2,26 v
2,99,

Los datos fueron tabulados, v el andlisis estadistico se llevo a
cabo mediante medidas de tendencia central: media mds
desviacion estindar (DS) y rango; frecuencias absolutas y
porcentajes, comparados a través de la t de Student paraunap
menor de 0,05,

Resultados
Analicemos primero las caracteristicas generales de la muesira

estudiada y la correlacion de estas con el IMC y el porcentaje
de grasa corporal (Tabla 5).

Tabla 5
Sk Cogloanie te Comalasiin "
Promedo Desv. Esidnder  Range | IMC % Grasa |
Ecad 2487 511 14-43 l'.'l Z'IM 028
Graffar 13 aa7 B7 0.03 -0,11
| Edad Gastacional | 275 42 669 094 | oM 006 |
ermﬂ\i"'rm Madarna — Sl |
[ Tala 1,57 0,05 142171 | o -0,
Peso 64,58 1313 43.3-90.5 0.91(s} 0,61 (3]
L ag 2E03 64 17.78-26,81 | 100 068 (5}
% Grasa 37.55 681 286 | oAl 1.00
Anbrogometris del Hecién Macido |
Talla RN 50,74 1,83 4558 0.18{s) n.12
Pasn AN 3265 60 38336 ZI00-4520 | 0.22(s) 0,12
[ 2,50 025 2,00-3,56 | 006 -00MZ
. (=)= sgnilicatwg

La edad, peso v porcentaje de grasa corporal, asi como la
talla v el peso del RN, estan correlacionados con el indice de
masa corporal (cada una en distinto grado), siendo la
correlacion mas destacable la del peso materno. Con el
porcentaje de grasa corporal, las variables correlacionadas son
el peso y el IMC, ambas en la misma proporcion. El peso
materno es entonces la variable que més se correlaciona con
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las medidas utilizadas para medir nutricion materna. Se debe
notar, que el porcentaje de grasa no se calcula a través de una
fiormula en la que intervenga la talla vy el peso, sino que se
mide directamente.

El efecto de correlacion observado entre los valores del RN y
el IMC materno, a pesar de ser significativo en probabilidad,
no es muy fuerte (r < 0,6), por lo que no debe ser tomado
como importante en el andlisis de las dos variables.

Al distribuir a las madres segin su estado nutricional por IMC
{Tabla &), se observd que entre las pacientes desnutridas v las
normales, son significativas las diferencias entre el peso
materno, IMC, porcentaje de grasa corporal materno v la talla
del recién nacido; en tanto que entre las pacientes normales y
las obesas, resulto significativa la diferencia pero con el peso
del recién nacido v no con su talla. Esta diferencia, pone de
manifiesto nuevamente la relacion que existe entre el IMC ¥
dichas variables,

Tahla 6
[ O ) o PP (Tve 2 Obosis () P2 53]
[ 5 45 106
Feso 49,80 55,58 0.007 (s} Ge.08 D.00Ms)
Talla 1,60 1.57 0,118 1,57 0,913
| mac 19,30 2245  0000(s) 2786  0,000(s)
% Grasa 28 3647 0,000 (s) 41.88 0,000 (s)
Graffar 14 13 0,383 13 0,538
Paso AN 016,00 318200 0,369 31495 0,048 (s)
Talla RN 48,40 50,51 0,0234 (s) 50,95 0,183
Lid 287 247 Ole2 25 0376 |
N [5} = significativa_

Si agrupamos nuevamente a las madres, pero segin valores
arbitrarios de porcentaje de grasa corporal (Tabla 7), se observa
que son significativas las diferencias del peso materno y el
IMC, entre las pacientes desnutridas y normales, asi como
también entre las normales y obesas. El peso del RN, sélo se
diferencit entre las pacientes desnutridas y normales. Las tallas
no presentaron diferencias significativas.

Tabla 7

_ [«Aw[) S1edw(E) p{ived -30%(F plavsd) |
B (%) 32 70 54

| Giraffar 13 13 0,210 13 0914857685
Pezo 56,4 63,41 0,000 (s) 70,54 0,000 [a)
Talla 158 1,57 0,152 1.58 0,307 TERSED |

| mc 25 25,76 0,000 {s) PRAG 0,000 (5) |

Pezo BN 3,145,594 332071 0035 IE:I 3267 96 Q44462157
Ta%ka AN 50,34 50,86 0210 50,83 0946256198 |
P par 252 0,294 2 49 0445090011 |

En general, esta clasificacion, muestra tres grupos mds
homogéneos que con la clasificacion por IMC, porque las
variables estan menos correlacionadas con el porcentaje de
grasa corporal.

En cuanto a la evaluacidn del método diagnostico (Tabla 8);

44

respecto a detectar la desnutricion neonatal por [P {P1<2.6), el
porcentaje de grasa corporal tiene una sensibilidad cuatro veces
mayor al IMC. La especificidad del IMC es mayor, pero si
tomamos en cuenta las implicaciones de no descartar a
pacientes sanas, se puede desestimar una diferencia por demas
pequeiia.

Tabla 8
IP AN < 2.26 Peso AN « 3000 |
MG _| %Grasa | IMG | “eGrasa |
Sensibilidad 4 24 ] a |
Especilicidad a7 80 o B3 |
Walor Predictivo Positivo 20 149 £l a5 |
Valor Predictivo Megativo hBa B4 78 BO |

La mejor capacidad del porcentaje de grasa corporal para
detectar los valores positivos de desnutricion neonatal, se repite
al evaluar esta por peso (peso RN<3000g). La sensibilidad
del porcentaje de grasa corporal es en esie caso superior seis
veees con respecto al IMC, y la diferencia de especificidad
igual de pequefia que por porcentaje de grasa corporal.

Discusidn

La composicion corporal materna se modifica a través de lo
cambios adaptativos durante el curso del embarazo. La masa
grasa, lamasa libre de grasa y el agua corporal total, aumentan
en diferentes proporciones y sus efectos sobre el embarazo y
el producto de la concepeion son un campo de gran interés en
la medicina perinatal (12).

Con relacion a la clasificacion del estado nutricional materno,
evaluado por IMC y antropometria del recién nacido, no se
observd un aumento significativo entre el peso promedio de
los neonatos de madres desnutridas y normales; a diferencia
de sus tallas promedio, en donde la diferencia resultd
significativa. Es por esta razon que ¢l promedio del indice
ponderal fue mayor en las madres desnutridas que en el resto;
distinto a lo que se esperaba, que era un menor indice ponderal
para los neonatos producto de madres desnutridas y mayor
para las madres normales y obesas. Con esto evidenciamos
uno de los inconvenientes de este indicador, donde la mayoria
de las comparaciones se establecen en base a formulas, las
cuales dependen de las variables que en ellas se emplean,
pudiendo dar resultados no adecuados como ocurrid en esta
investigacion.

Por el contrario, al correlacionar Ia clasificacion del estado
nutricional materno por porcentaje de grasa corporal (medido
por impedancia bioeléctrica) con la antropometria del recién
nacido, encontramos que el peso promedio de los neonatos
fue notablemente menor en las madres desnutridas,
comparativamente con el peso promedio de los neonatos de
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las madres normales y obesas; sin embargo, el peso promedio
de los neonatos de madres obesas fue incluso hasta
discretamente menor que el de las madres normales. En cambio,
las tallas promedio de los neonatos no reflejaron una diferencia
estadisticamente confiable entre los grupos maternos. Estos
resultados se correlacionan con lo descrito hasta ahora en la
literatura, donde se sefiala que despuds de cierto limite, la grasa
corporal de la madre no es usada para seguir aumentando el
peso v la talla del recién nacido; asi como también el hecho de
que no se ha demostrado que las embarazadas normales que
acumulan mas grasa tengan recién nacidos de mayor peso (4).

La evaluacién estadistica de ambos métodos, demostrd en
forma similar al estudio realizado por Viegas (13), una
sensibilidad casi cuatro veces mayor por [P y seis veces mayor
por peso al nacer, del porcentaje de grasa corporal comparado
con el IMC. Aunque la especificidad del IMC resulté mayor,
la diferencia no resultd estadisticamente significativa.

El homogéneo nivel socioecondmico promedio de las madres
en esta investigacion (Método Graffar Clasificacion 1V: clase
obrera) no resultd significativamente diferente entre los grupos
de estado nutricional, tanto por IMC como por porcentaje de
grasa corporal.

Se hace importante disponer de métodos de evaluacion
nutricional cada vez mds precisos, que permitan determinar
de una forma ficil, inocua y masiva, las pacientes con riesgo
ponderal gestacional, ya que ello permitird tomar los
correctivos a tiempo.

Existen otros métodos de alta precision para evaluar
composicién corporal, como hidrodensitometria,
pletismografia, medicion de potasio corporal total, DEXA,
RMN, entre otros, que resultan en nuestro medio costosos e
impracticos (14); sin embargo, la IBE por su accesibilidad y
practicidad, resulta el método de eleccion, Aun mis, la IBE al
determinar los cambios en la evolucién del porcentaje de agua
carporal total, constituye un poderose predictor de deterioro
por preeclampsia (precedido por edema) (15).

La antropometria materna convencional, es un buen método
para evaluacion nutricional durante el embarazo; de hecho, es
el método mas masificado; sin embargo, ¥y como quedd
demostrado en esta investigacion, tiene ciertas limitaciones
de sensibilidad. Por tanto, es importante su complementacion
con métodos que discriminen los compartimientos corporales
(16),
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Valores normales de las fosfatasas alcalinas en embarazadas
a las 24 y 28 semanas de gestacion

Guillermina Salazar de Dugarte, Pedro Faneite Antique, Francis Pineda de Molina

RESUMEN

Las foslatasas alalinas son enzimas no cspecificas, se producen en ostechlastos, mucosa intestinal, rifidn higado y placenta. Se han evaluado
recientemente como predicloras de parto pretérmino, insuficiencia placentaria v bajo peso al nacer. El objetive es obtener los valores
normales de las fosfatadas alcalinas séricas en embarazadas a las 24 v 28 semanas de gestacidn, para ulilizarla como cifras referenciales de
riesgo. Estudio prospectivo longitudinal, no experimental, en 80 embarazadas atendidas entre enero 2003 v noviembre 2003, se determind
la fosfatasa alcaling sérica con la téenica colorimetrica. Servicio de Perinatologia, Hospital Dr. Adolfo Prince Lara, Puerte Cabello Estado
Carabobo. El valor de las fosfatasas alcalinas (referidos a la media) alas 24 semanas fue 100 UYL y 141 U/L a las 28 semanas de pestacion,
y con rangos de 68 U/L en el percentil 10y 142 L/L en el percentil 90 a las 24 semanas, v rangos de 90 U/L en el percentil 10y 283 U/L en
el pereentil 90 a las 28 semanas de gestaciin, Se dispone de cifras referenciales de fosfatasas alealinas como un pardmetro que puede ser
utilizado como prondstico en el embarazo de riesgo de pario pretérmino e insuficiencia placentaria,

Palabras clave: Fosfatadas alcalinas, fosfatasas alcalinas y embarazo, fosfatasas alcalinas y parto pretérmino, diagndstico prenatal.

Normal values of phosphatases in patients between
24 and 28 weeks of pregnancy

SUMMARY

The Alkaline phosphatases are non specific enzymes, they are produced in the osteoblasts, small bowel intestine mucose, kidney, liver and
placenta. Recently were evaluated as preterm delivery predictors, placental insuphiciency and low weight newbomns, To obtain the normal
values of Alkaline Phosphatase, betwen 24-28 wecks of pregnancy in the Perinatology Service at the “Dr. Adolfo Prince Lara™ Hospital,
Puerta Cabello, Carabobo. Longitude prospective study, not experimental, in 80 pregnant patients attended between January to November
2005. Alkaline phosphatase was determinated by colorimetry technic. Perinatology  Service, “Dr. Adolfo Prince Lara™ Haspital, Puerto
Cabello, Carabobo. The alkaline phosphatase values oscilated in relation to the media between 100 U/L at 24 weeks and 141 1/ a1 28
weeks, and in the percentile distribution with ranges of 68 U/L in the percentile 10 and 142 U/L in the percentil90 at the 24 weeks. Al 28
weeks the range were 90 UYL in the percentile 10 and 283 UYL in the 90 percentile. To dispone alkaline phosphatase values as a parameter 1o
be used as pronostique in the high risk pregnancy and placental insuphiciency.

Key words: Alkaline phosphatase. alkaline phosphatasc in pregnancy, alkaline phosphatase and preterm delivery. prenatal diagnosis.
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Valores normales de las fosfatasas alcalinas en embarazadas a las 24 y 28 semanas de gestacion

Introduccidn

Las fosfatasas alcalinas (FA) son enzimas no especificas que
hidrolizan muchos tipos de ésteres monofosfatos, presentes
en todos los tejidos que liberan fosfato inorgénico a partir de
diversos ortofosfatos organicos. El sustrato natural de las FA
es actualmente desconocido. se dan altas concentraciones en
osteoblastos, mucosa intestinal, células de conductos renales,
higado v placenta.

En ausencia de enfermedad hepdtica, el aumento de las FA
totales en plasma obedece a actividad osteoblastica aumentada,
lo méas frecuente es metastasis osea, osteomalacia o
Enfermedad de Pager (1). En el embarazo la principal fuente
de produccidn es la placenta, de la que pasa al suero materno
cuyos niveles aumentan a medida que lo hace el embarazo, y
descienden hacia el segundo trimestre del mismo (1,2),

Estudios recientes revelan que estas enzimas se encuentran
elevadas hacia el segundo trimestre en las pacientes con trabajo
de parto pretérmino (TPP), y en las pacientes que han
terminado su embarazo antes de las 37 semanas de gestacion
(1.3}, se piensa que debido a las contracciones uterinas leves
pero constantes, se produce interrupcion de la barrera
placentaria, permitiendo de esta manera el paso de estas
enzimas en mayor cuantia al suero materno, y es por esto que
las mismas se encuentran elevadas en este momento del
embarazo (4).

Las FA ha sido una de las enzimas mds estudiadas en liquido
amnidtico para la evaluacion de la salud fetal (5,6). En 1957
Valentine y Beck (7), ¥ Pritchard (8) demostraron que las FA
aumentan a medida que lo hace el embarazo y regresa a niveles
normales después del parto tal vez debido a la actividad
placentaria, lo cual podria tener valor diagnostico en aquellos
casos con insuficiencia placentaria. En nuestro pais, Faneite
(9-11) se interesd en el estudio de estas enzimas en la
embarazada y su producto. En 1981 Toro Merlo y Uzcategui
{(12) evaluaron la actividad de las FA en pacientes con
hipertension inducida por el embarazo.

Investigaciones recientes han estado dirigidas a la evaluacion
de los niveles de FA en suero de embarazadas con riesgo de
parto pretérmino (PP), bajo peso al nacimiento, han encontrado
relacién con los valores elevados de FA en suero materno e
incremento de PP (13-19).

El propdsito de este trabajo fue obtener los valores normales
de FA en embarazadas a las 24 y 28 semanas de gestacidn.

Acta Cientifica de In Sociedad Venezolana
de BicanalistasEspecialistas

Material y método

La poblacion estudiada estuvo constituida por pacientes
consultantes al Departamento de Obstetricia Ginecologia y
Perinatologia del Hospital “Dr. Adolfo Prince Lara” de Puerto
Cabello, en el lapso comprendido entre enero 2005 a
noviembre 2005,

Es una investigacidn clinica aplicada en el drea biomédica,
obstétrica, teniendo caracter prospectivo, longitudinal, no ex-
perimental

La muestra la constituyd 80 pacientes, atendidas en el Servicio
de Perinatologia y que cumplicron con los siguientes requisitos:
residentes en Puerto Cabello y sus drea de influencia: Mordn
y parte del Estado Falcdn, edad gestacional conocida estimada
por la fecha de la dltima menstruacion y confirmada por los
datos obtenidos en una exploracién ecogréfica, realizada an-
tes de las 20 semanas de gestacion, gestacion unica, sin
patologia y cuyo parto se presentd a término.

A las pacientes seleccionadas se les tomd una muestra de
sangre, a las 24 y 28 semanas de gestacidn, para determinar
los niveles normales de FA, se escogio este momento del
embarazo para la realizacion de la prueba debido a que es en
este periodo donde hay mayor produccidn de estas enzimas,
Estas muestras se procesaron en el laboratorio del hospital
segln la técnica colorimetrica Buffer DEA, (Deutschee
Gesellschaft fur Klinische Chemie) DGKC Monoester
ortofosforico fosfohidrolasa (alcalina optimizada) (EC 3.1.3.1)
método estandarizado optimizado de acuerdo a las
recomendaciones de la Asociacion Quimica Clinica Alemana
(20).

Las variables se presentaron en cuadros de propdsito espe-
cial. La participacion de las pacientes en la investigacion se
llevé a cabo previa informacion de los objetivos y
procedimientos del estudio, y luego del consentimiento por
escrito de las mismas.

Para la obtencion de los valores normales de las FA, se caleuld
la media, luego se expreso la tendencia central en desviacion
estandar (DS) y la distribucién percentilar, para las 24 y 28
semanas de gestacion, empleando el paquete estadistico
contenido en Excel XP de Microsoft Office.

Resultados
En el Tabla 1 se observa los valores de FA, su tendencia cen-

tral, desviacidn estAndar (DS) y su dispersidn; ademds muestra
la distribucion percentilar.
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Tabla 1. Fosfatasas alcalinas. Valores de tendencia central
y distribucion percentilar.

Edad Fosfatasas alcalinas
gestacional
(Semanas) L/L

=205 (P10) -IDS (P25) X (P50} +1DS (P75) +2DS (P90

24 10 (68) 750 100102y  145(118) 190(142)
28 3 (90) T2(99) M41{140) 210(162)  279(283)

LVL: Unidades por litro.  DS: desviacidn esténdar. X: media. P percentil.

El valor de la media a las 24 semanas fue 100 U/L y 141 U/L
a las 28 semanas de gestacion; a las 24 semanas la 2DS fue
190 U/L, v a-2DS 10U/L: a las 28 semanas las 2DS fue 279
U/L, y a-2D5 3 U/L. Se muestra los valores de FA en su
distribucion percentilar, con rangos comprendidos entre 68
U/L en el percentil 10, v 142 U/L en el percentil 90 a las 24
semanas, y rangos de 90 U/L en el percentil 10, y 283 U/L en
¢l percentil 90 a las 28 semanas de gestacion.

Discusion

L.a obtencion de los valores normales de FA en suero materno
a las 24 y 28 semanas de gestacidn, es un estudio dirigido a las
embarazadas sin patologia, con miras a posteriori a la
evaluacion del embarazo de alto riesgo, con el objeto de tener
a mano estos valores que nos sirvan de referencia, y de esta
manera evitar situaciones desfavorables al embarazo, que
puedan producir un incremento en la morbi-mortalidad
perinatal y asi se estaria implementando la prevencion del PP
¢ insuficiencia placentaria (21).

Al obtener los resultados se observa que los valores de FA
aumentan de las 24 a las 28 semanas, estos niveles de FA, en
sus valores de tendencia central y en la distribucion percentilar
no son comparables a los obtenidos en otros estudios donde
realizaron la evaluacion de las FA como predictores de PP, ya
que utilizan técnicas distintas.

Moawad y colaboradores (18), en su estudio de prediccién de
PP obtuvo una media de FA de 45+ 13 U/L, a las 24 semanas
de gestacicn, utilizando para su determinacion la técnica Sigma
diagnostic alkaline phosphatase reagent la cual hace la
medicion por un método cinético { Sigma diagnostic, 5t Louis,
MO). Asi mismo, Goldenberg y col (14), usando la misma
técnica en un estudio similar, sus resultados fueron 39 U/L a
las 19 semanas y 130 U/L al término en pacientes con
embarazo de evolucion normal,

Por otra parte, Meyer y colaboradores (13), determinaron los

valores de FA a las 15 y 20 semanas de gestacion con el
anticuerpo monoclonal H17E2, por un procedimiento de
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inmunoensayo, los autores ajustaron los valores obtenidos de
FA al peso materno empleando la formula: log. Lineal 10
(O ZESLD00UE " pesomatema ) nara obtener los multiplos de lamediay
asi disponer de un punto de corte para hacer la comparacion
con los valores de FA de las pacientes cuyos partos terminaron
antes de las 37 semanas, obteniendo un punto de corte de 2
miltiplos de la media, tomando como valor normal <2

multiplos de la media.

Schlebusch y colaboradores (22), empleando la técnica
Alkaline Phosphatase liquicolor buffer DEA, DGKC
Monoester monofosforico fosfohidrolasa, de acuerdo a la
temperatura empleada, establece los siguientes valores de
referencia: a25° C40-190 /L, a 30°C49-232 U/L,ya 37" C
64-306 U/L en mujeres no embarazadas.

El PP es un patologia ampliamente estudiada ya que contribuye
con la morbi-mortalidad perinatal (21, 23-35), con una
incidencia entre 7% y 12% en los Estados Unidos (36), vy 9%
en |1 paises Latinoamericanos, incluyendo Venezuela (37,38).
con una mortalidad en nuestro pais de 34,31% (39), por In
que su estudio continua siendo de gran interés.

La obtencién de los valores normales de FA, a las 24 y 28
semanas de gestacion, en suero materno en nuesiro servicio,
con la técnica colorimétrica Buffer DEA, DGKC Monoester
ortofosférico fosfohidrolasa, nos serd de gran utilidad ya que
no se cuenta con tablas al respecto. En nuestro pais no existen
publicaciones referidas al tema. Estos valores servirdn de
referencia para comparar los valores obtenidos en pacientes
con riesgo de PP e insuficiencia placentaria, de manera de
evaluar estas enzimas como predictoras de PP e insuficiencia
placentaria, investigacién que se estd desarrollando
actualmente en el Servicio de Perinatologia, y de esta manera
poder contar con una probable herramienta, que pueda ser
utilizada en el momento de evaluar un embarazo de alto riesgo.
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Informacion para los autores

Requisitos uniformes para preparar los
manuscritos eaviados a revistas biomédicas

La quinta edicitn (1997) de los requisitos
uniformes se ha preparado con la finalidad de
reorganizar y madificar la redaccidn de la cuarta
edicidn a efecto de aumentar la clanidad v abordar
inquietwdes con respecto a derechos, proteccion
de la vida privada de los sujetos de investigacion,
descripeion de los métodos aplicados v otros
asuntos. Los requisitos uniformes para preparar
los manuscritos enviados a revistas biomédicas
pueden reproducirse para fines educativos v sin
afin de lucro, con prescindencia de los derechos
del autor; el Comité alienta la distnibucidn de este
material.

A las revistas que accedan a gwiarse por los
requisitos uniformes (actualmente mis de 300
revistas lo hacen) se les pide que en sus
instrucciones para los autores citen el documento
cormespondiente a 1997,

Es importante hacer hincapié en lo que los
requisitos significan ¥ en lo que no, En primer
lugar, los requisitos uniformes son instrucciones
sobre la forma de preparar los manuscritos
dirigidas a los autores; no se trata sobre
indicaciones sobre estilo editorial destinadas a la
redaccion de las revistas, (Sin embargo, muchas
revistas han incorporado en su estilo editorial
ciertos elementos de los requisitos.)

En sepundo lugar si los autores preparan un
manuscrito segin ¢l estilo especificado en estos
requisitos, los directores de las revistas
participantes no devolverin el manuscritos para
que se hagan cambios de estilo antes de
considerarlo para publicacidn. Mo obstante, en ¢l
proceso de publicacion los manuscritos podrdn ser
modificados por las redacciones de las revistas
para adaptarlos a las particulandades de su propio
estilo editorial,

En tercer lugar los antores que envien manuscritos
a una revista se abstendran de prepararlos de
acuerdo con el estilo editorial de ésta y se
concretardn a cumplir con los requisitos
uniformes.

Peze a todo, los autores tendrin que seguir asi
mismo las instrucciones particulares de la revista
en cuestion por lo que se refiere a los temas
apropiados para ésta y el tipo de manuscrito que
se¢ les pueden enviar: por gjemplo, articulos
originales, revisiones o informes de casos, Ademds
5 probable que en dichas instrucciones figuren
otros requisitos exclusivos de la publicacion, tales
como ¢l numero de copias del manuscrito, los
idiomas en que este puede ser redactado, la
extension  de los articulos y las abreviaturas
aprobadas,

Se espera que lns revistas participantes declaren
en sus instrucciones a los autores que sus normas
estan de acuerdo con los requisitos uniformes para
preparar los manuscritos enviados a revistas
hiomédicas y citen una versidn publicada de estos.
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Cuestiones que deben considerarse antes de
presentar un manoscrito para poblicaciton

Publicacién redundante o duplicada

Por publicacién redundante o duplicada sc
entiende la publicacidn  de un articulo que se
traslapa considerablemente con otro va publicado

Los lectores de publicaciones periddicas primarias
merecen que s¢ les dé la confianza de que lo que
estén levendo s original, a menos que haya una
clara indicacion de que ¢l articulo se ha vuelto a
publicar per eleccidn del autor v el director. Esta
posicidn tiene como fundamento las leyes
internacionales de dercchos de autor, la conducta
ética v el uso eficaz en funcion de los costos de
loss recursos,

La mavor parte de las revistas cientificas no desean
recibir manuscritos acerca de un trabajo que va
ser ha dado a conocer en gran medida en un
articulo publicado o que forma parte de otro
manuscrito gue s¢ ha propuesto o ha sido aceptado
para publicacion en ofra parte, ya sea en forma
impresa o en soporte electrinico. Esta norma no
impide que la revista considere un articulo
rechazado por otra revista o un informe completo
que sigue a la publicacidén de un informe
preliminar, como puede ser un resumen o paster
presentadoes a la consideracidn de colegas en una
reunidn profesional. Tampoeco impide que las
revistas consideren  un articulo que se ha
presentado en una reunian cientifica pero que no
s¢ ha publicado integramente ni se estd
considerando para publicacion en las actas de una
reunidn o en una publicacion semejante. Las
informaciones periedisticas acerca de reuniones
programadas no s¢ consideran en general como
infracciones de esta regla, pere no habrin de
ampliarse mediante datos suplementurios o copias
de los cuadros v las ilustraciones,

Cuando se envié un articulo para publicacion, el
autor debe siempre adjuntar una relacidn completa
de toda presentacidn del documento a otras
revistas y de cualquier informe anterior gue
pudieran considerarse publicacion redundante o
duplicada del mismo trabajo o de wno muy
semejantes. El autor debe poner sobre aviso al
director de la revista si el trabajo aborda temas
sobre los cuales se hayan publicado informes
anteriores. 5i tal es el caso, esos trabajos se
mencionarin con la debida referencia bibliografica
en el articule nuevo. Junto con el manuscrito
propuesto se incluirdn copias de dichos materinles
para ayudar al director a decidir la manera de
mangjar este asunio.

Sila publicacidn redundante o duplicada se intenta
0 5¢ produce sin que medie la notificacion descrita,
los autores deberan atenerse a las medidas
editoriales que se tomen en su contra, Como
minimo, cabe csperar el pronto rechazo del
manuscrito presentado. 5i el director no estaba al
tanto de las infracciones v el articulo acaba por
aparecer en su revista, entonces probablemente
s¢ publique en ésta un aviso de publicacitn

redundante o duplicada, que puede o no
acompafarse de una explicacion del autor v no
necesitard de su aprobacion.

La divulgacion preliminar, generalmente por
conducto de los medios de comunicacidn de
masas, de la informacidn cientifica descrita en un
articulo ya aceptado pero adun sin publicar
representa una infraccidn de las normas de muchas
revistas, En contadas ocasiones, v solo mediante
acuerdo con el dircctor, pucde aceplarse la
diseminacion preliminar de datos, por ¢jemplo,
cuando se presenta una emergencia de salud
piblica.

Publicacidn sccundaria aceptable

La publicacion secundana en el mismo idioma o
en otre distinto, especialmente en olros paises, se
considera justificable y puede incluso ser
beneficiosa, siempre ¥ cuando se cumplan las
siguientes condiciones

1. Los aulores tendran que recabar la aprobacion
de los directores de las dos revistas
involucradas, el director de la publicacidn
secunduria tendrd en su poder una falocopia,
separata o manuscrito de la versidn primaria,

2, Se respetard la precedencia de la publicacidn
primaria dejando transcurrir por lo menos una
semana antes de la publicacion secundaria (a
menos que especificamente se negocie olra cosa
con ambos directores).

3. El anticulo para publicacion secundania se
destinara a un grupo diferente de lectores,
podria bastar con una versidn abreviada

4. La version secundaria reflejard ficlmente los
datos v las interpretaciones de la primana

5. Mediante una nota colocada al pie de la pnimera
pégina de la versidn secundaria, se informard
a los lectores, a los colegas de los autores v a
log organismos de documentacion gue el
articulo va s ha publicado con anterionidad cn
forma total o parcial, indicando la referencia
primaria. Este podria ser un texto apropiado
para dicha nota: “El presente articulo estd
hasado en un estudio que se dio a conocer
primero en {tituklo de la revista v referencia
completa)”

6, El permiso para la publicacién secundaria de
este fipo se olorgard gratuitamente.

Proteccidn de los derechos del paciente
a que se respele so vida privada

El derecho de los pacientes a que se respete su
vida privada no debe ser infringide sin antes
ohtener su consentimiente fundamentado. Las
descripciones por escrito, las fotografias v los
arboles penealtgicos que se publiguen no deberin
contener informacidon por la cual se pueda
identificar a los pacientes, a menos gue dichos
datos resulten esenciales para fines cientificos v
que el paciente (o0 su padre o tutor) otorgue por
escritn su autonizacion para la publicacion después
de haber sido debidamente informade. Para
obtener el consentimiento para esta finalidad, es
preciso mostrarle al paciente ¢l manuscnito que
se va a publicar,




Los detalles que pueden revelar la identidad del
paciente deben omitirse 5i no son esenciales, pero
los datos del paciente nunca se alterardn ni se
falsificardn solamente por tratar de lograr ¢l
anonimato. Es dificil lograr el anonimato completo
vy frente a cualquier duda serd preciso obtener el
consentimientio fundamentado. Por ejemplo,
cubrir la regidn de los ojos en las fotografias de
Ios pacientes es una proteccion insuficiente del
anonimato.

La exigencia del consentimiento con
conocimientos de causa deben figurar en las
instrucciones para los autores de la revista.
Siempre que se obtenga dicha anuencia, ésto
deberd contar en ¢l articule publicado.

Requisitos para la presentacitn
de manuscritos a una revista

Resumen de los requisitos técnicas
Todas las partes del manuscrito estarin a doble

CEPACH.

Cada seccidin o componente comenzard en pagina
nueva

Revise la secuencia: pdgina del titule, resumen v
palabras clave, texto agradecimientos, referencias,
cuadros (cada uno en pigina aparfe), pies o
epigrafes de las ilustraciones.

Las ilustraciones se presentardn en forma de
impresiones fotograficas sin tomar, ¥ no deberdn
exceder de 203 x 254 mm.

[ncluya ln amorizacidn para reproducic material
publicado con anterioridad o para usar
ilustracrones en las que se pueda identificar a los
sujetos humanos
Adjunte la transferencia de los derechaos de autor
v otros formularios.

Presente el nimere exigide de copias impresas
del articulo,
Civarde copias de todo lo que enved,

Preparaciin del mamuscrito

El texto de les articelos de observacidn vy
experimentales se divide generalmente, aunque no
por fuerza, en secciones que llevan estos
encabezamientos; introduccién métodos,
resultados v discusion. En los articulos largos
puede ser necesanio agregar subtitulos dentro de
estas secciones, sobre todo en las de resultados v
discusitn, a fin de hacer mas claro el contenido.
Es probable que otro tipo de atticulos -como los
informes de casos, las revisiones v los editoriales-
exnjan olra estructura. Para mayor orientacion, los
autores deberdn consultar la revista en la que
pretenden publicar,

Mecanografiese el manuscrito en papel bond
blanco de 216 x 279 mm o de la medida estindar
150 A4 (212 x 297 mm), con mirgenes de por lo
menos 23mm, Escribase o imprimase solamente
sobre una cara del papel. Utilicese doble espacio
a lo largo de todo el manuscrito, incluido la pagina
del titulo, €l resumen, el texto los agradecimientos,
las referencias, cada uno de los cuadros v los pies
o epigrafes de las ilustraciones. Numérense las
paginas en forma consecutiva, empezando por las

Informacion para los autores

del titulo, Sobre el angulo superior o inferior
derecho de cada pagina andtese el nomero que le
corresponde.

Manuscritos en disqguete

Cuando un articulo se halla cercano a ln aceptacidn
definitiva, algunas revistas piden que los autores
faciliten una copia en forma electronica {en
disquete); pueden aceptar una vaniedad de formato
de procesadoras del texto o ficheros de texto
{ASCI),

Cuando presenten disquetes, los autores deberin:

I. cerciorarse de incluir la version impresa del
articulo que va en el disquete;

2. poner en ¢l disquete Gnicamente la versidn mas
reciente del manuscrito;

3. denominar claramente ¢l fichero ;

4. rotular el disquete con indicacion del formato
v el nombre del fichero,

5. facilitar informacién sobre el equipo de
computaciin v el software utilizados,

Los autores deberdn consultar las instrucciones
que la revista proporciona a los autores para
determinar cudles son los formatos que se aceptan,
las convenciones que se aplican para denominar
los ficheros, ¢l nimero de copias que deben
presentarse ¥ otros detalles,

Pagina del Titulo

La primera pagina contendrd; 1) el tituio del
articulo, que serd conciso pero informative: 2)
nombre de pila preferido y apellidos de cada autor,
acompafados de sus grados académicos mds
importantes ¥ su afiliacion institucional; 3)
nomhbre del departamento o departamentos y la
INStrtucion o instituciones a los que sc debe atribuir
el trabajo; 4) declaraciones de descargo de
responsabihdad, s las hay, 5) nombre v direccidn
del autor que se ocupard de la correspondencia
relativa al manuscrito;, 6) nombre v direccion del
autor a quien se dirigirdn las solicitudes de
separatas, o nota mformativa de que los autores
no las proporcionaran; 7) procedencia del apoyo
recibido en forma de subvenciones, equipo,
medicamentos o todo ello; y 8) titulo abreviado
{titulille) que no pase de 40 pulsaciones (contando
caracteres y espacios), el cual se colocard,
debidamente identificado como al, en la altima
linca de la phgina inicial.

Autoria

Todas las personas designadas como autores
habrin de cumplir con cierlos requisitos para tener
derecho a la autoria, Cada autor debe haber
participado en el trabajo en grado suficiente para
asumir responsabilidad pablica por su contenido.

Para concederle a alguien el crédito de auor, hay
gue basarse Onicamente en su contribucidn
esencial por lo que se refiere a los siguicntes
aspectos: 1) la concepcién y ¢l diselo o bien ¢l
analisis v la interpretacion de fos dawos; 2) la
redaccion del articulo o la revision critica de una
parte importante de su contenido intelectual; v 3)
la aprobacion final de la versidn que serd
publicada. Las tres condiciones tendrin que

cumplirse siempre. La participacidn que consiste
meramente en conseguir Ninanciamiento o recoger
datos no justifica el crédito de autor. Tampoco
basta con ejercer la supervision general del grupo
de investigacion. Toda parte del  articulo que sea
deciziva con respecto a las conclusiones
principales deberd ser responzabilidad de por lo
menes une de los autores,

Los directores de revistas podran solicitar a los
aulores que describan la contribucidn de cada uno;
csa informacidn puede ser publicada.

Cada ver es mas comin que los gnsayos
multicéntricos e atribuyan 3 un aulor corporativo
Todos los miembros del grupo que sean
designados como autores, ya sea en la linea
destinada al nombre de los autores a continuacion
del titulo 0 en una nota a pie de pigina, deberdn
cumplir plenamente con los requisitos de autoria
recién sefialados, Los miembros del grupo que no
cumplan con diches criterios serin mencionados,
con su aulorizacion, en la seccidn de
agradecimientos o en un apéndice {viéase
“Agradecimientos™).

El orden en que figuran los autores debe reflejar
una decision conjunta de éstos. Como los autores
s¢ suelen enumerar de distinlas maneras, el
significado del orden en que aparecen no puede
deducirse con exactitud a menos que ellos mismos
lo enuncien explicitamente. Para tal efecto, tal vez
deseen agregar, en una nota a pie de pagina, la
explicaciin sobre el orden de enemeracion, Al
decidir acerca de dicho orden, los autores tendrdn
presente que muchas revistas imponen un limite
al nomero de antores que figuran en el indice de
materias y que, cuandoe hay mds de 23 autores, la
Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados
Unidos incluye en MEDLIME tan solo los nombres
de los 24 primeros mas ¢l del altimo,

Resumen y palabras clave

L.a segunda pigina incluird un resumen (gque no
spobrepasard las 150 palabras de extensidn si ¢s
un resumen ordinario o las 250 s1 es uno
estructurado), En él indicarir los propositos del
estudio o investigacion, los procedimicntos
bdsicos (seleccion de los sujetos o los animales
de laboratorio incluidos en el estudio, métodos
de observaciin v andlisis), Ios hallazgos mis
importantes {proporcidnense datos especificos v,
de ser posibles, su significacion estadistica), v las
conclusiones principales. Higase hincapié cn los
aspectos nueves ¢ imporantes del estudio o las
ohservaciones,

A continuacidn del resumen agrégucnsc,
debidamente rotuladas, de 3 a 10 palabras o frases
cortas clave que ayuden a los indizadores a
clasificar el articulo, las cuales se publicarin junto
con el resumen, Utilicense para este propasito los
términes de la lista “Medical Subject Headings™
(MeSH) [Encabezamientos de temas médicos] del
Index Medicus; en el caso de términos de reciente
aparicion que todavia no figuren en dicha lista,
podrin usarse las expresiones cormentes.

il
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Introdiccidn

Exprese el proposito del articulo ¥ resuma ¢l
fundamento lbgico del estudio u observacidn,
Menciones las referencias estrictamente
pertinentes v no incluya datos ni conclusiones del
trabajo que estd dando a conocer.

Méodos

Describa claramente la forma como se
seleccionaron los sujetos observados o que
participaron en los expenmentos (pacientes o
amimales de laboratorio, incluidos los testigos),

Identifique la edad, el sexo v olras caracteristicas
impartantes de los sujetos, La definicion v la
pertinencia de la raza o ¢l grupo énico son
ambiguos, Los autores deberdn ser particularmente
cuidadosos con respecto a usar estas categorias,

Identifique los métodos, los aparatos (nombre v
direccidn del fabricante entre parénlesis) y los
procedimientos con detalles suficientes para que
otros investigadores puedan reproducir los
resultados. Proporcione referencias de los métodos
agreditados, ncluidos los de indole estadistica
(véase mis adelante), dé referencias vy explique
brevemente los métodos va publicados pero que
no son bien conocidos; descniba los métodos
nuevos o que han side sustancialmente
modificados, manifestando las razones por las
cuales se usaron v evaluando sus limitaciongs,
[dentifique exactamente todos los medicamentos
y productos quimicos uiilizados, sin olvidar
nembres gendricos, dosis v vias de administracion

Los informes de ensayos clinicos aleatorizados
deberin presentar informacion sobre todos los cle-
mentos importantes del estudio, como son el pro-
tocole (poblacion de estudio, intervencionss o
exposiciones, resultados v ¢l fundamento logico
del analisis estadistico), asignacion de interven-
ciones (métodos de aleatorizacidn, ocultamiento
de la asignacion a los prupos de tratamiento) y
método de enmascaramiento (método ciego).

Los autores que prescnten manpscritos de revi-
sidn incluirdn una seccidn en la que se describan
los métodos utilizados para localizar, seleccionar,
cxiracr v sintetizar los datos. Estos métodos se
mencionarin también en forma sindptica en el
resumen

Etica. Cuando informe sobre experimentos en
seres humanos, sefiale si los procedimientos se-
guidos estuvieron de aceerdo con las normas éti-
cas del comité (institucional o regional) que su-
pervisa la experimentacion en seres humanos o
con la Declaracion de Helsinki de 1975, modifi-
cada en 1983, Noutilice el nombre de los pacien-
tes, sus imiciales mi bos codigos hospitalarios, es-
pecialmente en el material ilustrativo.  Cuando
l.llf d Conacer rxp-cnmr.ntus «on EI'III'I13]A‘.S, men-
cione si s¢ cumplieron las normas de In instity-
cion, las de un consejo nacional de investigacion
o gualquier ley nacional acerca del cuidado v el
uso de animales de laboratono.

Estadiztica, Descniba los métodos estadisticos con

52

Informacion para los autores

detalles suficientes para que el lector versado en
¢l tema v que tenga acceso a los datos oniginales
pueda verificar los resultados presentados. Siem-
pre que sea posible, cuantifique los resultados y
preséntelos con indicadores apropiados de error o
incertidumbre de la medicidn (por ¢)., intervalos
de confianya). Mo dependa exclusivamente de las
pruchas de comprobacion de hipdtesis estadisti-
cas, tales como ¢l uso de los valores P, que no
transmiten informacion cuantitativa imporianie.
Analice la clegibilidad de los sujetos de experi-
mentacion, Proporcicne los.detalles del proceso
de aleatonizacion, Describa los medios utilizados
para enmascarar las observaciones (método cie-
go), indicando los resullados que dieron.  Infor-
me sobre las complicaciones del tratamicnto
Especifique ¢l nimero de observaciones. Men-
cione las pérdidas de sujetos de observacion {por
¢j., las personas que abandonan un ensayo clini-
co), Siempre que sen posible, las referencias so-
bre ¢l diseo del estudio y los métodos estadisti-
cos utilizados serdn de trabajos vigentes {indican-
do ¢l nismero de las piginas), v no de los anticulos
originales donde se describieron por vez primera.
Especifique cualguier programa de computacicn
de uso general que se haya empleado.

Las descripcioncs gencrales de los métodos utili-
zados deben aparccer en la seccidn de métodos.
Cuando resuma los datos en la seccwn de resulta-
dos, especifique los métodos estadisticos que se
emplearon para analizarlos. Limite ¢l ndmero de
cundros y figuras al minimo necesario para expli-
car ¢l tema central del articulo y para evaluar los
datos en que se apoya. Use grificas en ver de
cuadros subdividicdos en muchas partes; no du-
plicue los datos en las grificas v los cuadros. Evite
el uso no tecnico de términoes de la estadistica,
tales como «al azars (que entradia el emples de un
metodo de aleatcrizacidn), anormals, «significa-
Livow, correlacioness v wmaestras, Defina los tér-
minos, las abreviaturas v la mavor parte de los
simbolos estadisticos,

FResultados

En ¢l texto, los cuadros v las ilustraciones, presen-
te los resultados siguiendo una secuencia logica.
Mo repita en el texto todos los datos de los cuadros
ni de las ilustraciones, destaque o resuma tan solo
las observaciones importanics.

Discusicn

Haga hincapié en lus aspectos nuevos ¢ unpaor-
tantes del estudio y en las conclusiones que se
derivan de ellos. Mo repita con pormenores los
datos u otra informacion ya presentados en las
secciones de introduceion v de resultndos. Expli-
que en la seccion de discusicn el significado de
Ios hallazgos v sus himitaciones, incluidas sus
implicaciones para 11 investigacion futura. Rela-
cione las observaciones con ofros estudios perti-
nentes,

Establezca ¢l nexo entre las conclusiones y los
ohjetivos del estinlio, pero absténgase de hacer
afirmaciones gencrales v extracr conclusiones que
no estén completamente respaldadas por los da-
tos. En particular, los autores evitardn hacer afir-

maciones sobre los beneficios v los costos econd-
Micos, a menos que su manuscrto incluva datos
y analisis econdmicos. No reclame ningan 1ipo
de precedencia ni mencione trabajos que no estén
terminados. Propenga nuevas hipdlesis cuando
haya justilicacion para ello, pero identficando-
las claramente como tales, Cuando sea apropia-
do, puede incluir recomendaciones.

Agradecimicnios

En un lugar adecuado del articulo (como nota al
pie de la primera pagina o como apéndice del tex-
to;, véanse los requisitos de la revista) uno o va-
rios enunciados especificarin lo siguiente: 1) las
colaboraciones que deben ser reconocidas pero
que no justifican la autoria, tales como ¢l apovo
general del jefe del departamento; 2) ¢l reconoci-
miento por 1a ayuda técnica recibida; 3) el agra-
decimiento por el apoyo financiero ¥ material,
especificando la indole del mismao; ¥ 4 las rela-
ciones que puedan suscitar un conflicto de intere-
ses (véase «Conflicto de inleresess)

Las personmas que colaboraron intelectualmente en
¢l articulo pero cuva participacion no justifica la
autoria pueden ser citadas por su nombre, afa-
diendo su funcidn o tipo de colaboracion; por
cjemplo, sascsoramicnto cientificos, sexamen
critico de la propuesta para el estudios, srecolec-
cion de los datose o apartiicipacion ¢n el ensayo
clinicox, Estas personas tendrin que conceder su
permiso para ser nombradas. Los autores se
responsabi-lizarin de obtener la autorizacion por
escrito de las persenas mencronadas por su nom-
bre en los agradecimientos, pues los lectores pue-
den inferir que estas respaldan los datos v las con-
clusiones.

El reconocimiento por 1a ayuda téenica recibada
figurard en un pérrafo separado de los testimo-
mios de pratited por otras coninbuciones

Referencias

Mumere las referencias consecutivamente siguien-
do el orden en que s¢ mencionan por primera ves
en el texto, En este, en los cuadros y en los pies o
epigrafes de las ilustraciones, las referencias se
identificaran * mediante nimeros arabigos entre
paréntesis. Las referencias citadas solamente cn
cuadros o ilustraciones se numerarin siguiendo
una secuencia que se establecerd por la primera
mencion que se haga en ¢l texto de ese cuadro o
esa figura en particular

Emplee el estile de los ¢jemplos que aparecen mis
adelante, los cuales estan basados en el formato
que la Biblioteca Nacional de Medicing de los
Estados Unidos usa en el lodex Medicus. Abre-
vie los titulos de las revistas de conformidad con
¢l estilo utilizado en dicha publicacion. Consulte
la List of Jowrnals Indexed in Index Medicus [Lis-
ta de revistas indizadas en Index Medicus/, que
se publica anualmente como parte del nimero de
enero v como separata. La lista se puede obtener
asimismo en el sitio que la hiblioleca mantiene
en la World Wide Web (hutpfwww. nlm.mib.gov )

Absténgase de utilizar los resimenes como refe-
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rencias. Las referencias a articulos que han sido
aceptados pero que todavia no se publican se de-
signarin como «en prensas o «de prixima apan-
cidme, los antores obtendrin por escrito ¢l permi-
so para citar dichos articulos v también la verifi-
cacion de que han sido aceptados para publica-
ciin, La informacin proveniente de manuscri-
tos presentados para publicacidn pero adn no acep-
lados se citard en el texto como sobservaciones
inéditass, con ¢l permiso correspondiente de la
fuente

M cife una ecomunicacion personals a menos que
aporte informacidn esencial que no pueda
oblenerse de una fuente pablica; en ¢se caso, ¢l
nembre de la persona y la fecha de la comunica-
cidn aparecerin entre paréntesis en el texto. En
¢l caso de articulos cientificos, los autores debe-
rin crhiener el permiso de la fuente y su confirma-
ciin de la exactitud de la comunicacidn personal,
ambos por escrto.

[.os autores verificarin las referencias cotejando-
las contra los documentos onginales.

El estilo de los requisitos uniformes (estilo de
Vancouver) s¢ basa en gron medida en una norma
de estito ANSI adaptada por 1a Biblioteca Nacio-
nal de Medicina (MWLM} para sus bases de datos.
En los ¢jemplos que siguen se han agregado no-
tas cuando el estile de Vancouver dificre del esti-
lo que actualmente utiliza la NLM.

Articulos de revisia

1. Articulo de revizia ordinario

Enumere los primeros seis autores v aflada la ex-
presion aet als

{Mota: La NLM incluye ahora hasta 25 autores; si
hay mas de 25, enumera los primeros 24, conti-
nuaciin ¢l ltimo autor y luego agrega el al.w)

Wega KJ, Pina |, Krevsky B, Heart transplantation
is associated with an increased risk for
pancreatobiliary disease. Ann Intern Med 1996
Jun 1 124(113:980-3

Optativamente, i1 s utiliza la paginacion conti-
nua a lo largo de un volumen (como hacen mu-
chas revistas médicas), se pueden omitir ¢l mes v
¢l mimera,

(Mota: Para respetar la uniformidad, en todos los
¢jemplos que se presentan en los requisitos umi-
formes se aplica esta opcidn,  La NLM, sin em-
bargo, no usa dicha opeidn.)

Wega KJ, Pina 1, Krevsky B, Hearl transplantation
15 associated with an increased risk for
pancreatobiliary disease, Ann Intern Med
1996, 124.980-3.

s e seis awtores!

Parkin DM, Clayton D, Black Rj, Masuyer E,
Friedl HF, Ivanov E, el al. Childhood leukaemia
in Eurepe alter Chernobyl: 5 vear follow-up. Brl
Cancer 1996;73:1006-12,

Informacidn para los autores

2, Organizaciin como anfor

The Cardiac Society of Australia and Mew
Fealand.  Clinical exercise stress testing. Safety
and performance guidelines. Med J Aust
1996, 164:282-4.

3. No se indica el nombre del autor
Cancer in South Africa [editorial]. 5 Afr Med J
1994:84:15,

4. Articulo en idioma extranjero’

(Mota; La NLM traduce el titulo al inglés. lo en-
cierra entre corchetes v le agrega la abreviatura
correspondiente al wdioma original)

Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral
infrapatellar seneruptur hos tidligere frisk kvinne
Tidsskr Nor Laegeforen 1996, 116:41-2.

5. Suplemento de un volumen

Shen HM, Zhang OQF. Risk assessment of nickel car-
cinogenicity and occupational lung cancer. Environ
Health Perspect 1994; 102 Suppl 1:275-82.

4. Suplemento de un mimero

Payne DK, Sullivan MD, Massie Mj. Women's
psychological reactions to breast cancer. Semin
Cmcol 1996.23(1 Suppl 2): 89-97.

7. Parte de un volumen

Ozben T, Macitarhan 5, Tuncer N, Plasma and urine
sinlic ac in non-msulin dependent diabetes mellitus.
Ann Clin Biochem 1995:32(Pt 3):303-6,

& Parte de un mimero

Poole GH, Mills 5M. One hundred consecutive
cases of fap lecerations of the leg in ageing pa-
tients, N ZE Med J 1994, 107(986 Pt 13:377-8

9, Numero sin vodumen

Turan 1, Wredmark T, Fellander-Tsai L.
Arthroscopic ankle arthrodesis in rheumatoid ar-
thritis, Clin Orthap 1995,(320). 1104,

10, Sim nimera ni volumen

Browell DA, Lennard TW. Immunologic status
of the cancer patient and the effects of blood trans-
fusion on antitumor responsos, Curr Opin Gen
Surg 1993:325-33

{1, Pagingcidn en mimeros romanas

Fisher GA, Sikic BL. Drug resistance in clinical
oncology and hematology. Introduction. Hematol
Omcol Chin Morth Am 1995 Apr, 2 xi-xii,

12, Indicacidn del tipa de articulo, segin corres-
ponda

Enzensber er W, Fischer PA, Metronome in
Parkinson s disease [carta). Lancet
1996;347:1337,

Clement J, De Bock B. Hematologecal complica-
tions of hantavirus nephropathy (HYM) [resumen].
Kidney Int 1992;42:1285,

{3, Articulo gue contiens una refractacion

Garey CE. Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried
TH. Ceruleplasmin gene defect associated with
epilepsy in EL mice [retractacion de Garey CE,
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Schwarzman AL, Rise ML, Sevfried TH. En; Nat
Cienet 1994;6:426-31]. Nat Genet 1995,11: 104

14, Articulo retivado por retractacidn

Liou Gl, Wang M, Matragoon 5. Precocious [RBP
gene expression during mouse development
[retirado por retractacion en Invest Ophthalmol
Vis Sci 1994;35:3127].  Invest Ophthalmol Vie
Sci 199435 1083-8.

15, Articulo sobre el gue se ha publicade wna fe
de erratas

Hamlin JA, Kahn AM. Hemiography in symp-
tomatic patients following inguinal hermia repair
[se publica una fe de erratas en West J Med
1995;162:278). West j Med 1995, 162-28-31.

Libras y ofras monografias

{Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver
indicaba, incorrectamente, que entre la editorial
v la fecha debia it una coma en vez de punto v
coma, como debe ser)

16, fndividuos coma aufores

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leader-
ship. skills for nurses. 2nd ed. Albany (NY )
Delmar Publishers, 1996

17, Directores {“editores "), compiladores como
AUiOres

Morinan 1J, Redfern 51, editors, Mental health
care for elderly people. New York: Churchill
Livingstone; 1996,

18 Organizacion come awlor v editorial
Institute of Medicine (L)S). Looking at the future
of the Medicaid program. Washington: The Insti-
tutg; 1992

19, Capitulo de libro
(Moa: Con antenionidad, el estilo de Vancouver
prescribia ¢l uso de dos puntos en ver de la letra p
antes de las paginas )

Phallips 5J, Whisnant JP, Hypertension and stroke
En: Laragh JH, Brenner BM, editors. Hyperten-
sion: pathophysiology, diagnosis, and manage-
ment. 2nd ed. New York; Raven Press; 1995 p
A65-T8,

20, Actas de conferencias
Kimura j, Shibasaki H, editers. Recent advances
in clinical nevrophysiology, Proceedings of the
10th International Congress of EMG and Clinical
Meurophysiology, 1995 Oct 15-19; Kyoto, Japan
Amsterdam: Elsevier;, 1996

21 Articulo presentada en uma conferencia

Bengtsson 5, Telheim BG. Enforcement of data
protection, privacy and security in medical
informatics. En: Lun KC, Degoulet P, Piemme
TE, RienhofT), editors. MEDINFO 92, Proceed-

! Evulentemenie, vextranjeros s¢ entiende agqui en rela-
cidn con el idioma inglés, pues los epemplos de refieren-
cias bibliograficas se han trasladado directamente del on-
gmal, s adaptarfos. [N, delr.]
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ings of the Tth World Congress on Medical
Informatics, 1992 Sep 6-140; Geneva, Switzerland.
Amsterdam: North-Holland; 1992, p 1561-5.

22 Infarme cientifico o técnico

Fublicado por la institucion financiadora o
patrocinadara:

Smith P, Golladay K. Payment for durable meds-
cal equipment billed during skitled nursing facil-
ity stays. Final report. Dallas (TX): Dept, of
Health and Human Services {LS), Ofice of Evalu-
ation and Inspections, 1994 Oct. Report Mo
HHSIGOE 169200860,

Publicado por la institucion gjecutor;

Field Mjl Tranquada RE, Feasley IC, editors
Health services research; work force and educa-
tional issues.  Washington: National Academy
Press; 1995, Contragt Mo.: AHCPRIE2942008.
Sponsored by the Agency for Health Care Policy
and Research.

23 Tesis dectoral

Kaplan 51, Post-hospital home healih care: the
elderly’s access and utilization [fesis doctoral]. St
Lewis (MO): Washington Univ., 1995,

2, Patente

Larsen CE, Trip R, johnson CR, inventors;
Movoste Corporation, titular. Methods for proce-
dures related to the electrophysiology of the heart,
LIS patent 3,529,067, 1995 jun 25,

hros trabaios publicados

25 Articula de pericdice

Lee C, Hospitalizations tied to ozone pollution;
study cstimates 50,000 admissions annually. The
Washington Post 1996 Jun 21; Seot. A3 (col. 5).

26, Muoterial audiovizual
HIV+HAIDS: the facts and the future [videocas-
sette]. St Lowis (MO): Moshy-Year Book; [995

27 Documenios legales

Ley puablica:

Preventive Health Amendments of 1993, Pub, L,
Mo, 103-183, 107 S, 2226 (Dec. 14, 1993).

Provecto de ley sin sincionar:
Medical Records Confidentiality Act of 1995, 5.
13660, 104th Cong., 1 5t Sess, (19953}

Cadigo de normas federales:
Informed Consemt, 42 C.FR. Scct. 441,257
(1995).

Audiencia;

Increased Drug Abuse: the Impact on the Nation’s
Emergency Rooms: Hearings Before the
Subcomm. on Human Resources and Intergoverm-
mental Relations of the House Comm. on
Goverment Operations, 103rd Cong., 15t Sess.
{May 26,1993

28, Mapa

Morth Caroling.  Tuberculosts rates per 100,000
population, 1990 [mapa demogrifico]. Raleigh:
Morth Caroling Dept. of Environment, Health, and

4

Informacién para los autores

Matural Resources, Div. of Epidemiology; 1991

29, Libro de fa Biblia

The Holy Bible, King James version, Grand Rap-
ids (M1} Zondervan Publishing House, 1995
Ruth 3:1-18.

2 Diecionarios v obras de consulta semefantes
Stedman’s medical dictionary, 26th ed. Baltimore:
Williams & Wilkins, 1995 Apraxia; p.119-20,

31, Obras cldsicas

The Winter's Tale; act 5, scene |, lines 13-16. The
complete works of 'William

Shakespeare. London: Rex; 1973,

Trahajos inéditas

32, En prensa

{Mota: La MLM prefiere referirse a estos trabajos
comao wen preparaciing ffortfcoming | porque no
todos se publicarin impresos,)

Leshner Al Molecular mechanisms of cocaine
addiction. M Engl ) Med. En prensa 1996

Material en soporte electrdnico

33, Articado de revista en formaio electromnicon
Morse SS. Factors in the emergence of infectious
disenses, Emerg Infect Dis [publicacion periddica
en linea] 1995 jan-mar [citada 1996 jun
S1:1(1 k[ 24 pantallas]. Seconsigue en: URL: higp:!
forww,cde govincidod/EIDY eid htm

34, Maomografia en formato elecirdnico

CDI, elinical dermatology illustrated [monogralia
en CD-ROM)]. Reeves JRT, Maibach H. CMEA
Multimedia Group, producers. 2nd ed. Version
2.0, San Diego; CMEA; 1995,

35, Fichero de computadora

Hemodynamics 111: the ups and downs of
hemodynamics [programa de computadora).
Version 2.2, Orlando (FL); Computerized
Educational Systems, 1993,

Cuairos

Mecanografie o imprima cada cuadro a doble es-
pacio v en hoja aparte. No presente los cuadros
en [orma de impresiones fotograficas, Mumére-
los consecutivamente siguiendo el orden en que
Se citan por primera vez en el texto, ¥ asigne un
titulo breve a cada uno. Cada columna llevard un
encabezamients corto o abreviado. Las explica-
ciones irin como notas al pie ¥ no en el encabeza-
miente. En las notas al pie se explicardn todas las
abreviaturas no usuales empleadas en cada cua-
drer. Come lamadas para ks notas al pie, utilicense
Ios simbolos siguientes en la secuencia que sc in-
diee: *, L. L™ 1.4

Tdentifique las medidas cstadisticas de variacion,
tales como la desviacion estindar y el error
estindar de la media

Mo trace lineas horizontales mi verticales en el in-
terior de los cuadros.

Cercidrese de que cada coadro aparezca citado
en el texto.

Siincluve datos publicados o inéditos provenien-
tes de otra fuente, obtenga la antorizacion nece-
sarin para reproducirlos y conceda el reconoci-
miento cubal que corresponde.

Incluir un nomero excesive de cuadros en rela-
cidn con la extension del texto puede ocasionar
dificultades al confeceionar las piginas, Exami-
ne varios nimeros recientes de la revista a la que
planea presentar el aniculo v caleule cuantos cua-
dros pueden incluirse por cada millar de palabras
de texto.

Alaceptar un articulo, el director podrd recomen-
dar que los cuadros suplementarios que contie-
nen datos de respaldo impentantes, pere que son
muy extensos para publicarlos, queden deposita-
dos en un servicio de archivo, como el Servicio
Macional de Publicaciones Auxiliares en los Es-
tados Unidos, o que sean proporcionados por los
autores a quicn lo solicite. En tal caso, se agrega-
rd en ¢l texto la nota informativa necesaria, -
chos cuadros se presentaran junto con el articulo
para su consideracion,

Hustraciones (Jiguras)

Envie los juegos completos de figuras en el ni-
mero requerido por la revista, Las figuras estarin
dibujadas vy fotografiadas en forma profesional,
o se aceptardn los letreros trazados @ mano o con
miguina de escribir. En lugar de los dibujos, ra-
diografias v otros materiales de ilustracion origi-
nales, envie impresiones fotogrificas en blanco v
negro, bicn contrastadas, en papel satinado y gue
midan 127 x 173 mm, sin exceder de 203 x 254
mm, Las letras, nameros v simbolos serin claros
y uniformes en todas las ilustraciones, tendran,
ademdis, un tamafio suficiente para que sigan sien-
do legibles incluso después de la reduccion nece-
saria para publicarlos. Los titulos v las explica-
ciones detalladas se imcluirdn en los pies o epi-
grafes, no sobre [as propias dustraciones,

Al reverso de cada figurn pegue una etiqueta de
papel que leve anctados el maimero de la fguora,
el nombre del autor v cudl es la parte superior de
la misma. Mo escriba directamente sobre el dorse
de las figuras ni las sujete con broches para pa-
pel, pues quedan marcadas. Las figuras no s¢
doblarin ni se montarin sobre carton.

Las fotomicrografias incluirin en si mismas un
indicador de la escala. Los simbolos, flechas y
letras usados en éstas deberdn contrastar claramen-
te con ¢l fondo,

51 se usan fotografins de personas, cstas no debe-
riin ser identificables; de lo contrane, habri que
ANEXAT UN Permiso por escrito para poder wtilizar-
las {viase la seccion «Proteccion del derecho de
los pacientes a gque se respete su vida privadan),

Las figuras se numeraran en forma conseculiva
de acuerdo con su primern mencidn en el lexio
Si la figura ya fue publicada, se reconocera b fuen-
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te original ¥ se presentard la autorizacion por cs-
crito que el titular de los derechos de autor conce-
de para reproducirla. Este permiso s necesanio,
independientemente de quien sea el autor o la
editorial; la dnica salvedad son los documentos
considerados como de dominio pablico,

En ¢l caso de las ilustraciones en color, avenigie
si la revista necesila negalivos, (ransparencias en
positivo o impresiones fotogrificas. La inclusidn
de un diagrama en el que se indique la parte de la
fotografia que debe reproducirse puede resultar
inil & la redaccion. Algunas revistas publican ilus-
traciones en color dnicamenie si el autor paga el
costo extra

Pies o epigrafes de las ilustraciones

Los pies o epigrafes de las ilustraciones se meca-
nografiardn o imprimirdn a doble espacio, comen-
zando en hoja aparte ¢ identificindolos con los
nimeros aribigos correspondientes. Cuando se
utilicen simbolos, Mlechas, nameros o letras para
referirse a ciertas partes de las ilustraciones, sera
preciso identificar v aclarar el significado de cada
uno ¢n ¢l pie o epigrafe, En las fotomicrografias
habra que explicar la escala y especificar ¢l méto-
do de tincidn,

Unidades de medida

L.as medidas de longitud, talla, peso y volumen se
expresardn en unidades del sistema métrico deci-
mal (metro, Kilogramo, litro, etc.) o sus maltiples
y submiltiplos,
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Informacién para los autores

Las temperaturas se consignardn en grados
Celsius. Los valores de presion arterial se indica-
rin en milimetros de mercurio,

Todos los valores hematicos y de quimica clinica
se presentardn en unidades del sistema métrico
decimal y de acuerdo con el Sistema Internacio-
nal de Unidades (51). La redaccion de la revista
podrd solicitar que, antes de publicar el articulo,
Ins autores agreguen unidades alternativas o dis-
tintas de las del 51,

Abrevigturas y simbolos

Utilice dnicamente abreviaturas commentes. Evi-
te las abreviaturas en el titulo v el resumen. Cuan-
do se emplee por primera vez una abreviatura en
el texto, ird precedida del érmino completo, sal-
v §i se trata de una unidad de medida comiin,

Envio del manuscrito a la revista

Envie por correo el nimero requerido de copias
del manuscrito en un sobre de papel resistente; si
€5 necesario, proteja las copias v las figuras me-
tiéndolas entre dos hojas de cartdn para evitar que
las fotografias s¢ doblen. Meta las fotografias v
transparencias en su propio sobre de papel resis-
tenie

Los manuscritos irdn acompafados de una carta
de envio firmada por todaos los coautores. Es pre-
ciso incluir en ella lo siguiente: 1) informacion
acerca de la publicacién previa o duplicada, o
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sobre la presentacion de cualquier parte del tra-
bajo a otra revista, segin lo expresado lineas ari-
ba; 2) una manifestacidn de las relaciones finan-
cieras o de ofro tipo que pudieran dar lugar a un
conflicto de intereses (wéase mis adelante); 3) una
declaracidn de que el manuscrito ha sido leido v
aprobado por todos los autores, que se ha cumpli-
do con los requisitos de la autoria expuestos ante-
riormente en ¢l presente documento v que cada
autor estd convencido de que el manuscnio re-
presenta un trabajo honrado, ¥ 4) ¢l nembre, la
direccidn v el nimero telefonico del autor corres-
ponsal, quien s¢ encargard de comunicarse con
los demdis autores en lo concermiente a las revi-
siones v a la aprobacion final de las pruchas de
imprenta. La carta-incluird cualquier informacion
suplementaria que pueda resultar atil para el di-
rector, tal comao el tipo de articulo que el manus-
crito representa para esa revista en particular y si
el autor (o los autores) estaria dispuesto a sufra-
gar ¢l costo de reproducir las ilustraciones en co-
lor.

El manuscrite se acompafard de copias de los
permisos concedidos para reproducir material va
publicado, para usar ilustraciones o revelar infor-
macidn sobre individuos que puedan ser identifi-
cados, o para agradecer a ciertas personas su co-
laboracion.
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