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EDITORIAL

En octubre de este afo se realizé nuestro maximo evento cientifico, el XVI Congreso Venezolano
de Bioanalisis 2014, en el Palacio de Convenciones de Maracaibo. Se hizo la entrega del volumen
anterior de la Revista durante el desarrollo de este evento, en el que durante 4 dias se actualizaron
nuestros conocimientos y se compartio con colegas y amigos. Fue un reto, y se logré un espacio de
intercambio de conocimientos para el mejoramiento de nuestro ejercicio profesional.

Con base a ello, el reto es constante para la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas pues
debemos mantener actualizado al gremio con otras actividades: cursos, talleres, jornadas ademas
del Congreso. Cada dia los requerimientos de los laboratorios clinicos son mas exigentes, se
disponen de nuevas herramientas diagnosticas imprescindibles en el manejo de las enfermedades,
de contar con resultados confiables que ayuden favorablemente en la toma de decisiones, validar
metodologias de diagndstico, estandarizar sistemas de reporte, implementar sistemas de gestion
de la calidad y contar con sistemas de evaluacion objetiva de la competencia técnica como lo es la
acreditacion, de esta manera, demostrando el aporte del laboratorio en el diagnoéstico, tratamiento,
pronoéstico y medicién de riesgo.

Por ello es necesario destacar la importancia de nuestra publicacion cientifica donde invitamos a
todos los colegas y profesionales de la salud a publicar sus investigaciones y de esta manera divulgar
sus contribuciones contribuyendo al acervo cientifico y asi tener un profesional con conocimientos
renovados, un profesional informado como lo requiere el mundo actual.

Dra. Maria Fatima Garcés
Editora.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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ARTICULO ORIGINAL

EVALUACION DE LOS CRITERIOS DE CONFIABILIDAD PARA LA DETERMINACION
AUTOMATIZADA DE GLUCOSA: COMPARACION DE LOS METODOS DE GLUCOSA
OXIDASA Y HEXOQUINASA

Mejias Martinez, Marcel Jests '* Méndez Laya, Adriana Maria'*; Moreno, Anyella Carolina *.
'Escuela de Bioanilisis, Universidad Central de Venezuela.  Servicio de Bioanalisis Hospital José Gregorio Herndndez IVSS. ? Servicio
de Bioanalisis Maternidad “Herrera Vega” Complejo Hospitalario “Jose Ignacio Baldo”. * Banco de Sangre de Sanitas-Venezuela.
Recibido para publicacion el 2 de mayo 2014. Aprobado para publicacién el 15 de mayo 2014.

RESUMEN:

La finalidad del laboratorio clinico es generar analisis oportunos, confiables y relevantes para la toma de decisiones
en beneficio del paciente, por lo que los métodos empleados deben estar perfectamente validados. Uno de los
analitos mas sensibles para el diagnostico de la diabetes es la glucosa, los errores asociados a su mediciéon pueden
causar graves problemas a los pacientes, de alli la importancia de conocer el desempefio de los métodos analiticos
que utilizamos de rutina para su valoracidn. En el presente estudio se evalian los criterios de confiabilidad
que describen la ejecucién analitica, en condiciones de rutina, de los métodos de “Glucosa-Oxidasa” y “Glucosa-
Hexoquinasa” distribuidos por Laboratorios Heiga para el autoanalizador de quimica sanguinea Konelab 20,
valorando su utilizacién para la determinacién de Glicemias en el entorno clinico. La evaluacién de los criterios
de confiabilidad fue realizada siguiendo un protocolo disefiado en base a las recomendaciones de la CLSI, SEQC y
Westgard. Se evaluaron la veracidad, precision, linealidad e interferencias. Los resultados obtenidos para ambas
metodologias se contrastaron con las especificaciones de calidad analitica (CLIA, VB y Rilibdk). Se pudo verificar
que los resultados emitidos por ambas metodologias son transferibles y pueden ser utilizados indistintamente
para el reporte de glicemia en el entorno clinico. Los CV% alcanzados cumplen con los requerimientos propuestos
por CLIA'88 y Rilibdk, no observandose desviaciones significativas en la veracidad de los métodos que afecten su
relevancia médica. Se pudo demostrar que el método de Glucosa-Oxidasa tiene un desempefo analitico general
superior al método de Glucosa-Hexoquinasa.

Palabras claves: Confiabilidad analitica, evaluacion del desempeno, verificacion, glucosa.

EVALUATION CRITERIA FOR DETERMINING RELIABILITY AUTOMATED GLUCOSE:
COMPARISON OF METHODS OF GLUCOSE OXIDASE AND HEXOKINASE

SUMMARY

The purpose of the clinical laboratory is to generate timely, reliable and relevant to decision-making in patient benefit
analysis, so that the methods used must be fully validated. One of the most sensitive analytes for the diagnosis of diabetes
is glucose, the errors associated with its measurement can cause serious problems for patients hence the importance of
knowing the performance of the analytical methods used routinely for evaluation. In the present study the reliability criteria
that describe the analytical performance is evaluated, in a routine, methods “Glucose-Oxidase” and “Glucose-Hexokinase
“Laboratory Heiga distributed for blood chemistry autoanalyzer Konelab 20, evaluating its use for the determination of
blood glucose in the clinical setting. Assessing reliability criteria was performed following a protocol designed based on the
recommendations of the CLSL, SEQC and Westgard. The accuracy, precision, linearity and interferences were evaluated. The
results for both methods were compared with analytical quality specifications (CLIA, VB and Rilibik). It could be verified
that the results issued by both methodologies are transferable and can be used interchangeably for reporting blood glucose
in the clinical setting. The CV% achieved meet the requirements proposed by CLIA ‘88 and Rilibak, observed no significant
deviations in the accuracy of the methods that affect their medical relevance. It could be demonstrated that the glucose
Oxidase method has a higher overall analytical performance of glucose-Hexokinase method.

Keywords: Analytical reliability, performance evaluation, verification, glucose.

Introduccion

En la actualidad, los laboratorios de andlisis clinicos
ocupan un espacio de primera linea como apoyo a los
servicios vinculados conlasalud publica proporcionando
datos valiosos que combinados con una historia clinica
minuciosa y una exploracion fisica completa, confirman
un diagnoéstico o proporcionan informacién util sobre

Solicitar copia a: Marcel Mejias. (e-mail: mejiamen@gmail.com)
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el estado del paciente, su evolucién y su respuesta al
tratamiento (1,2). La finalidad del laboratorio clinico es
la de generar analisis oportunos, confiables y relevantes
para la toma de decisiones en beneficio del paciente.
Para ello, los datos que se informan deben ser obtenidos
con técnicas analiticas precisas y adecuadas para su fin.

Los avances tecnoldgicos aplicados al laboratorio clinico
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en las ultimas décadas han provocado el desarrollo
progresivo de gran cantidad de equipos, reactivos e
instrumentaciéon analitica, que posteriormente ha
sido automatizada desencadenando la mecanizacién
creciente de la mayoria de los servicios de Bioanalisis.
Esta realidad, unida a la velocidad creciente en la
aparicion de una gran variedad de pruebas diagndsticas,
ha generado una serie de cambios en la organizacién
que repercuten en su funcionamiento. Por todo
esto, ahora mas que nunca, debe existir el maximo
compromiso ético y cientifico para la adquisicién de
material y tecnologia de la mayor fiabilidad en base a los
recursos disponibles (3). Este compromiso se traduce en
la necesidad de evaluar los productos para garantizar la
calidad de la instrumentacién utilizada en los servicios
de Bioanalisis.

La validacion de las metodologias constituye un
elemento fundamental en el aseguramiento de la
calidad de los laboratorios clinicos (4-6). El Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI), define la
validacién como todas las acciones destinadas a probar
que un determinado proceso, sistema, equipamiento
o método trabaja de la manera esperada y logra los
resultados propuestos (6). Validar un método analitico
consiste en verificar y documentar su validez, esto
es, su adecuacién a unos determinados requisitos,
previamente establecidos por el usuario para poder
resolver un problema particular (4).

Los requisitos establecidos por el usuario son los
que definen los criterios de calidad que debe poseer
un método para garantizar la utilidad clinica de los
resultados. En la norma ISO 15189-2012: Laboratorios
clinicos — Requisitos particulares para la calidad y la
competencia se especifica que los métodos empleados
por el laboratorio deben estar perfectamente validados
y que toda la informacién referida a su desempefio
analitico debe estar debidamente registrada (7). En
concordancia con esta exigencia, los laboratorios
clinicos deben verificar el desempefio de todos los
métodos implementados. En el proceso de verificacion
de métodos se obtienen datos del rendimiento del
sistema de mediciéon en las condiciones de trabajo
del laboratorio, ya que toma en cuenta el intervalo
de concentraciones y de matrices de las muestras que
rutinariamente se procesan a fin de garantizar que los
resultados emitidos seran confiables y se ajustaran
perfectamente a los fines clinicos para los cuales fueron
destinados (8). La verificacion de los métodos utilizados
dentro del laboratorio clinico incluye la evaluacion de los
criterios de confiabilidad analitica de las metodologias

Evaluacion de los criterios de confiabilidad para la determinacion
automatizada de glucosa: comparacion de los métodos de glucosa
oxidasa y hexoquinasa

en uso y contempla diversos parametros, tales como: la
veracidad, la precision, la linealidad, y las reacciones
inespecificas del método (6, 9-13).

Ademas de verificar el desempefno de los métodos
implementados, los laboratorios deberan validar para
su uso clinico aquellos métodos desarrollados por el
propio laboratorio, asi como todos los procedimientos
analiticos producto de la adaptaciéon de un método
disponible en la bibliografia para garantizar la calidad
de sus resultados.

El objetivo final de la validacién y la verificacion es
demostrar que el método utilizado por un laboratorio
es adecuado para la aplicaciéon en la que se propone
implementar, asi como también, demostrar que las
modificaciones que pudieron haberse realizado no
afectan su desempefio, ni la confiabilidad de los
resultados por este entregado (13).

Los procedimientos en el manejo estadistico de los datos
para el célculo de estos criterios han ido evolucionando
a través del tiempo (14) y son objeto de una acalorada
discusion entre expertos en validacion analitica a nivel
mundial (15-19). La calidad analitica de los resultados
se puede estimar a través de indicadores como el error
aleatorio, el error sistematico y el error total (4, 6,13).
Los limites de tolerancia para estos componentes de
error o variacion analitica han sido definidos mediante
especificaciones numéricas que buscan asegurar la
fiabilidad de la informacion sobre el estado de salud del
paciente. Estas especificaciones analiticas, a cumplir para
satisfacer las necesidades clinicas, se establecieron por
consenso en la Conferencia Internacional de Estocolmo
(4) aprobandose un modelo jerarquico con varios
criterios. El primero, considera el efecto de la prestacion
analitica sobre cada situacion clinica concreta y resulta
todavia de escasa aplicacion practica y, el segundo, se
basa en el efecto de las prestaciones analiticas sobre
dos de las intenciones clinicas: Monitorizacién de
pacientes individuales y diagndstico de enfermedades
con respecto a valores de referencia poblacionales.
Para ambos casos se acordo que las especificaciones de
calidad analitica deberian derivarse de los componentes
de la “Variabilidad Bioldgica intra e interindividual”
(19-20).

Uno de los analitos mas sensibles para el diagndstico y
seguimiento de patologias como la diabetes y el sindrome
metabolico es la glucosa, a la cual se le han establecido
especificaciones de calidad analitica para la precision,
veracidad y error total maximo permitido (19-20). Las
situaciones patoldgicas relacionadas con una glicemia
anormal pueden ser causa de un riesgo vital y los errores
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asociados a la medicion han sido motivo de muerte,
por lo que es esencial la caracterizacion de las posibles
causas de error y de las medidas para evitarlas (20).

La Federacion Internacional de Diabetes estimd en
el afio 2011 que la prevalencia ajustada de diabetes en
latinoamérica era de 9.2% entre los adultos de 20 a 79
anos y en Venezuela de 10,3%. De los 371 millones de
adultos que viven con diabetes, 26 millones (7%) residen
en nuestra region (21).

En la mayoria de los paises latinoamericanos, la
diabetes se encuentra entre las primeras cinco causas de
mortalidad. Las causas mas frecuentes de muerte entre
las personas con diabetes son la cardiopatia isquémica
y los accidentes cerebrovasculares. Ademas, la diabetes
es la primera causa de ceguera, insuficiencia renal,
amputaciones no debidas a traumas e incapacidad
prematura y se encuentra entre las diez primeras causas
de hospitalizacion y solicitud de atenciéon médica (21),
deallila importancia y necesidad de contar con métodos
precisos, veraces y oportunos para la determinacion de
Glucosa.

Los métodos para la determinacién cuantitativa
de glucosa se desarrollaron a partir del siglo XIX y
principios del siglo XX basandose en las caracteristicas
reductoras de los carbohidratos (22). Las metodologias
mas frecuentemente utilizadas al principio del siglo
pasado se desarrollaron a partir de una primera reaccién
de Cu'* a Cu", seguida por la reducciéon de diferentes
compuestos por el Cu+ para generar productos que
se median por colorimetria, entre estos métodos se
destacan los de Benedict, Folin y Wu, Nelson y Somogyi
y el método de ferricianuro, los cuales han quedado en
desuso por su falta de especificidad.

El desarrollo de sistemas analiticos automatizados
y la necesidad de mejorar la especificidad en las
determinaciones de glucosa impulsaron a la utilizacién
de métodos enzimaticos. El método de la glucosa
oxidasa fue uno de los primeros ensayos utilizados en
autoanalizadores bioquimicos y continta siendo el
método de eleccion en muchos laboratorios clinicos
por su bajo costo y facilidad de uso. En adicién a este
aparecio el método de Hexoquinasa, el cual se basa en
la fosforilacion de la glucosa por la enzima Hexocinasa,
formandose glucosa-6-fosfato; y en una reacciéon
posterior catalizada por G6PD, la reducciéon de la
coenzima NADP. La mayoria de los sistemas analiticos
automatizados que actualmente se utilizan dentro del
laboratorio clinico han adaptado estos dos métodos para
la determinacion de glucosa sérica, de alli la necesidad
de evaluar los criterios de confiabilidad que describen

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2014; Vol 17(1): 2-11.

Evaluacion de los criterios de confiabilidad para la determinacion
automatizada de glucosa: comparacién de los métodos de glucosa
oxidasa y hexoquinasa

la ejecucion analitica en condiciones de rutina de estos
métodos analiticos.

En el presente estudio se evaltian y comparan los criterios
de confiabilidad que describen la ejecucién analitica,
en condiciones de rutina, de los métodos de “Glucosa
Oxidasa” y “Glucosa Hexoquinasa” distribuidos por
Laboratorios Heiga para el autoanalizador de quimica
sanguinea Konelab 20 (thermo Diagnostic) valorando
su utilizacion de forma rutinaria en la evaluacion de la
Glicemia en el entorno clinico.

Materiales y Métodos

La evaluacion de los criterios de confiabilidad fue
realizada siguiendo un protocolo disefiado en base a
las recomendaciones publicadas por el CLSI (23,24)
las recomendaciones de la Sociedad Espafola de
Bioquimica Clinica y Patologia molecular (SEQC)
(10,11,25) y los estudios realizados por el experto
internacional en Control de calidad y validaciéon de
métodos, PhD James O. Westgard (26,27,30,32). Se
evalud la precision, veracidad, linealidad y magnitudes
influyentes (interferencias) en condiciones de rutina,
en la determinacion de glucosa sérica por los métodos
de “Glucosa Oxidasa” y “Glucosa Hexoquinasa” Los
resultados obtenidos para ambas metodologias se
contrastaron con las especificaciones de calidad analitica
(CLIA, Variabilidad Bioldgica y Rilibdk Richtlinie).
Para la realizacion de las pruebas fueron utilizadas
alicuotas y/o pools de sueros remanentes provenientes
de pacientes atendidos en el Servicio de Bioandlisis
del Hospital José Gregorio Hernandez-IVSS, Caracas-
Venezuela, las cuales fueron obtenidas a partir de
la centrifugaciéon a 4000 rpm por 15 minutos de
muestras de sangre total recolectadas por puncién
venosa en tubos sin aditivos. Siguiendo lineamientos
Bioéticos dichas muestras fueron tratadas segun las
recomendaciones recogidas en el anexo C, aparte C.9 de
la norma CONVENIN-ISO 15189:2007 Laboratorios
Clinicos - Requisitos particulares para la Calidad y la
competencia) referente al uso de muestras de andlisis
para propdsitos diferentes a los solicitados (30).

EVALUACION DE LA IMPRECISION.

A.1. IMPRECISION INTRASERIAL (Condiciones de
repetibilidad)

Para el calculo de la imprecision intraserial, se
realizaron veinte (20) mediciones consecutivas en una
misma serie analitica de tres (3) niveles de material
control (SeronormTM Human 1-2 y PatonormTM low),
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durante tres (3) dias consecutivos para ambos métodos
de determinacién de Glicemia (29).

A.2. IMPRECISION INTERSERIAL (Condiciones de
precision intermedia)

En el célculo de la imprecision interserial o intermedia
(reproducibilidad), se realizdo la determinaciéon de
glucosa por duplicado en tres (3) niveles de material
control (SeronormTM Human 1-2 y PatonormTM low)
por veinte dias consecutivos para cada metodologia en
estudio (29).

B. EVALUACION DEL ERROR SISTEMATICO.

En el estudio de evaluacion del error sistemadtico se
determinaron aquellos componentes que pueden
influir en la veracidad del método. Para ello fueron
realizados estudios de linealidad, comparacion de
métodos, determinaciéon de magnitudes influyentes
(interferencias enddgenas) y veracidad contra material
de referencia (MRC).

B.1. LINEALIDAD

Para realizar la verificacién de la linealidad de cada
método se utilizo el protocolo EP6-A de la CLSI (6). Se
prepard una mezcla con muestras de suero con elevada
concentracion de Glucosa (cercana a la dada por el
fabricante como limite superior del rango reportable)
y una con baja concentraciéon. A partir de estas, se
realizaron cuatro (4) diluciones con valores intermedios,
para un total de 6 concentraciones, abarcando el rango
dinamico reportado para ambos métodos; cada punto
se valoro por triplicado (3,6,25,31). El orden de analisis
fue aleatorio para evitar posibles efectos de arrastre. Se
calculd la concentracion tedrica a partir de la formula:

( C, V +C VS)
Concentracion =

(V,+V,)

Las concentraciones empleadas incluyeron los niveles de
decision médica (45 mg/dl, 120 mg/dl y 180 mg/dl). Para
realizar el analisis estadistico de los resultados se utilizo
el método polinémico (bl, b2 y b3) para obtener los
coeficientes bi, el error estdndar de la pendiente (SE) y el
resultado de la probabilidad (p 0,05) para determinar la
significancia de los coeficientes de no linealidad b2 y b3.
Si el valor de p es mayor a 0,05 el método se considera
lineal en el intervalo estudiado.

B.2 CONCORDANCIA (Comparacion de métodos)

Para la comparacion de los métodos en estudio fueron
analizadas alicuotas de sueros remanentes (n=121)
distribuidas a lo largo del intervalo dindmico de la

Evaluacion de los criterios de confiabilidad para la determinacion
automatizada de glucosa: comparacion de los métodos de glucosa
oxidasa y hexoquinasa

prueba, procesadas simultaneamente y por duplicado
para ambas metodologias, las cuales fueron previamente
calibradas y controladas siguiendo las recomendaciones
del fabricante.

Los resultados fueron analizados estadisticamente en el
momento de su obtencion con la finalidad de detectar
valores aberrantes (criterio de Dixon y Massey).
En el caso de ser detectado un valor aberrante, se
reanalizaron las muestras para descartar la presencia
de reacciones inespecificas (matriz dependiente),
que pudieran afectar uno o ambos métodos sesgando
el valor de las diferencias encontradas (32). Esta
evaluacion permitid calcular el error sistematico o
el sesgo existente entre el método bajo evaluacion
(Oxidasa) y el procedimiento analitico instaurado en
el laboratorio (Hexoquinasa) (12, 26).

B.3. PRUEBA DE INTERFERENCIAS (Magnitudes
influyentes)

En la magnitudes influyentes
(interferencias) se preparé un pools de suero
(aproximadamente 50 ml) libre de hemdlisis,

evaluaciéon de

lipemia o ictericia. Después de conformado el pool se
cuantifico la concentracién basal de glucosa (método
oxidasa-peroxidasa y hexoquinasa). Para el estudio
de interferencia se realizaron diluciones consecutivas
de un preparado hemolizado (8 g/L) y un Standard de
Bilirrubina (concentracién 50 mg/dl). Se procesaron
por triplicados 5 niveles de concentracion del espécimen
problema con interferente y 5 del espécimen control
dentro de una misma serie analitica y con secuencia
aleatoria (15 alicuotas en total para cada espécimen)
para cada una de las magnitudes influyentes evaluadas
(san-Hb y srm-Bilirrubina). Se consideré que existia
interferencia estadisticamente significativa si el intervalo
de confianza del valor de d, no incluia el cero

2§8°

IC gy, = 22,99 (——)"
15

Se considerd que existia interferencia analiticamente
significativa si la interferencia superaba los limites
de +/- 3s de la desviacion estandar intraserial para
la concentraciéon estudiada, y la interferencia fue
considerada clinicamente significativa si superaba el
limite de la mitad del coeficiente de variacion bioldgico
intraindividual para la concentracion del constituyente
LICS=[(Xc.CVi/2)]/100 (12, 25, 32, 34, 35). Adicional-
mente, se elaboro el Interferograma correspondientes a
cada uno de los interferentes evaluados.
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B.4.- VERACIDAD UTILIZANDO MATERIALES DE
REFERENCIA

Para la determinaciéon de la Veracidad se utilizé el
protocolo propuesto en la norma EP15-A2 de la CLSI
y las recomendaciones de la SEQC (34). Se empled
material de referencia de matriz humana con un valor
asignado para la glucosa y su correspondiente valor de
incertidumbre (Senonorm TM Humany Senonorm TM
Human High) trazable al método de referencia ID-MS.
El material fue preparado siguiendo las instrucciones
del proveedor. Se realizaron mediciones por triplicado
para cada metodologia en 3 dias consecutivos. Para cada
serie se empled un vial distinto de material control.

Se considero6 que el método carecia de error sistematico
si el valor absoluto era inferior o igual a su incertidumbre
expandida (UES) con un valor de cobertura de 2 (k=2).

MANEJO ESTADISTICO

Los datos fueron introducidos en una base de datos
Excel y el anilisis estadistico se realizé utilizando el
programa StatisPro TM version 2.5 de la CLSI.

Resultados
EVALUACION DE LA IMPRECISION.

Los resultados de los coeficientes de variacion intraserial
e interserial de cada uno de los métodos evaluados, asi
como los limites de aceptabilidad para comprobar el

Evaluacion de los criterios de confiabilidad para la determinacién
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nivel de cumplimiento con las especificaciones analiticas
se muestran en la tabla 1.

El método glucosa oxidasa exhibié la mejor
precision intra e interserial alcanzando y superando
las metas planteadas por CLIA’88, Rilibak Richtlinie
y las especificaciones minimas de aceptabilidad
para variabilidad bioldgica, con excepcién a la
reproducibilidad en el Nivel II (75 mg/dl) donde la
glucosa oxidasa alcanzé un CV% mayor al exigido en
la metas minimas de variabilidad biologica (4,6% vs
4,28%). El método de glucosa hexoquinasa, superd las
metas planteadas por CLIA’88 y Rilibak Richtlinie,
pero sdlo alcanzé las metas minimas de desempefio por
variabilidad bioldgica en repetibilidad en los niveles IT y
III y en reproducibilidad en el Nivel III.

B.EVALUACION DEL ERROR SISTEMATICO.
B.1. LINEALIDAD

En la verificacion de la linealidad de la srm-glucosa,
al realizar la inspecciéon visual de los resultados
obtenidos por los métodos evaluados, se pudo observar
un comportamiento lineal. En la Tabla 2 se resumen
los resultados correspondientes a cada una de las
concentraciones ensayadas y las ecuaciones de regresion
polindmica del analisis estadisticos propuesto por la
CLSI, acompanados de los valores de probabilidad
(p 0,05). En la figura 1 se muestran los graficos de
linealidad para ambos métodos (A y C) y las graficas

TABLA 1. Coeficiente de Variacion Intra e Interserial
de los métodos Glucosa Hexoquinasa y Glucosa Oxidasa

Imprecision intraserial. Imprecision interserial

CV(%) CV(%)
n=60 n=40
Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa
Hexoquinasa  Oxidasa Hexoquinasa  Oxidasa
NIVELI (30 mg/dl) 43 3,0 45 2,7
NIVELII (75 mg/dl) 2,7 3,4 4,3 4,6
NIVEL III (180 mg/dl) 2,8 1,9 2,5 2,3
TABLA 2. Evaluacion de la Linealidad para
los métodos glucosa Hexoquinasa y glucosa Oxidasa
M¢étodos Evaluados b0 bl b2 * SE* p* b3* SE* p*
Glucosa Hexoquinasa -0,495 1,01 0,000357 0,0003372  0,3075 -4,44.10-7  3,763.10-7 0,2576
Glucosa Oxidasa 3,24 0,993  -0,000384 0,0002565 0,1563  3,59.10-7  2,978.10-7 0,2479

Nota: * Polinomio de tercer orden
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FIGURA 1. A.Gréfica de linealidad para glucosa Oxidasa. C.Grafica de Linealidad para glucosa Hexoquinasa.
B.Grifica de NO linealidad relativa a la relevancia clinica para la glucosa Oxidasa. D.Grafica de NO linealidad

relativa a la relevancia Clinica para la glucosa Hexoquinasa.

de la No linealidad relativa a la relevancia clinica (B y
D), evidenciando que ambos métodos presentan un
comportamiento lineal dentro del rango evaluado y que
la No linealidad presente no supera el valor de relevancia
clinica establecido como el 50% del error total maximo
permisible.

B.2. CONCORDANCIA (comparacion de métodos)

En la figura 2 estan representados los resultados de la
regresion lineal de Passing Bablok, la cual revel6 una
pendiente de 1,01 con un intervalo de confianza de 95%
que incluye a 1 (1,00 a 1,03), una ordenada en el origen
de 0,53 con un intervalo de confianza que incluye a 0
(-0,97 2 2,00), r: 1,00 y un rango que va de 60 a 645 mg/
dL. El analisis de Bland-Altman muestra una media de
las diferencias de 1,5 mg/dl (IC95% 0,8 a 2,3) con una
SD de las diferencias de 4,1 mg/dl.

Para la evaluacidon de los errores analiticos, en la Tabla
3 se presentan los resultados del sesgo (E%) calculado a
través de la ecuacion de la recta de regresion de Passing
Bablok, en los diferentes niveles de decision médica,
confrontados con los requisitos de calidad analitica.

B.3. PRUEBA DE INTERFERENCIAS

Los datos obtenidos en el estudio de interferencias
enddgenas por san-hemoglobina y srm-Bilirrubina se

resumen en las tablas 4-5. Los resultados representan el
comportamiento de la valoracion de glucosa por ambos
métodos frente a niveles ascendentes de la magnitud
influyente en estudio. Se considerd la existencia de
interferencia estadistica, analitica y clinicamente
significativa para cada uno de los niveles del
interferente. Asi mismo, en las figuras 3 y 4 se muestra la

Scatter Plot with Passing & Bablok Fit
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FIGURA 2. Recta de regresion Passing-Bablok de los
resultados de Glucosa en suero obtenidos por los
Métodos Glucosa Hexoquinasa y Glucosa Oxidasa.

0 100 600 700

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2014; Vol 17(1): 2-11.




Mejias y col.

TABLA 3. Sesgo entre los Métodos Evaluados con los
Limites de Aceptabilidad

Evaluacion de los criterios de confiabilidad para la determinacion
automatizada de glucosa: comparacion de los métodos de glucosa
oxidasa y hexoquinasa

representacion grafica (interferograma) de las pruebas
realizadas para ambos métodos.

El estudio de interferencia por hemolisis para el
método de glucosa hexoquinasa indica que no existe
interferencia estadistica, analitica y clinica que afecte la

Nivel de decision Yc  E% CLIA* VB Rilibak

médica (mg/dl) ET(%) (E%) Richtlinie
(E%)

45 46 2,22 10 3,36 6

120 122 1,67

180 182 1,11

determinacién hasta un nivel de 12 g/L del interferente.
El método de glucosa oxidasa muestra interferencia
estadistica y clinica a partir de niveles de hemolisis
cercanos a los 12 g/L de Hemoglobina.

Yc: Valor de Glucosa Oxidasa calculado a través de la ecuacion de
regresion. *Los valores CLIA expresados en Error Total.

La influencia de la bilirrubina en la determinaciéon de
glicemia por el método de Glucosa Hexoquinasa fue
clinicamente importante a partir de una concentracién

TABLA 4. Interferencia enddgena por san-Hemoglobina
para los métodos Glucosa Hexoquinasa y Glucosa Oxidasa

METODO GLUCOSA HEXOQUINASA GLUCOSA OXIDASA

$=6,Img/dl  Xc=127mgdl S=4,Img/dl  Xc=127mgdl
CONCENTRACION
DEL INTERFERENTE 4,8 6,0 7,4 12,0 4,8 6,0 7,4 12,0
Hemoglobina (g/L)
D 0,80 0,73 0,87 1,40 0,87 1,80 2,87 6,53
IC(99%) + 6,66 + 6,66 + 6,66 + 6,66 +4,48 + 4,48 + 4,48 + 4,48
SIGNIFICANCIA No No No No No No No Significativo
ESTADISTICA Significativo  Significativo ~ Significativo Significativo Significativo ~ Significativo ~ Significativo
SIGNIFICANCIA No No No No No No No No
ANALITICA Significativo  Significativo ~ Significativo Significativo Significativo ~ Significativo ~ Significativo  Significativo
SIGNIFICANCIA LIC>3,6 No  LIC>3,6 No LIC>3,6 No LIC>3,6 No LIC>3,6 No LIC>3,6 No LIC>3,6 No LIC <3,6
CLINICA (LICS) Significativo  Significativo ~ Significativo = Significativo Significativo ~ Significativo ~ Significativo  Significativo
S= Desviacion Estandar Intraserial Xc= Concentracion del Constituyente.

IC g0, = d£2,99 (28°)" LICS= [ (Xc.CVi/2) ]/100
15
TABLA 5. Interferencia enddgena por srm-Bilirrubina
para los métodos Glucosa Hexoquinasa y Glucosa Oxidasa

METODO GLUCOSA HEXOQUINASA GLUCOSA OXIDASA

$=6,Img/dl  Xc=127mgdl S=4,1mg/dl  Xc=127mgdl
CONCENTRACION
DEL INTERFERENTE 1,5 2,0 2,5 6.8 1,5 2,0 2,5 6.8
Bilirrubina (g/L)
D 3,20 3,9 6,93 17,67 3,53 4,00 4,40 13,93
IC(99%) + 6,66 + 6,66 + 6,66 + 6,66 + 4,48 + 4,48 + 4,48 + 4,48
SIGNIFICANCIA No No Significativo Significativo No No No Significativo
ESTADISTICA Significativo  Significativo Significativo ~ Significativo ~ Significativo
SIGNIFICANCIA No No No No No No No Significativo
ANALITICA Significativo  Significativo ~ Significativo ~ Significativo Significativo ~ Significativo ~ Significativo
SIGNIFICANCIA LIC>3,6 No LIC<3,6 LIC <3,6 LIC <3,6 LIC >3,6 No LIC <3,6 LIC <3,6 LIC <3,6
CLINICA (LICS) Significativo  Significativo Significativo Significativo Significativo ~ Significativo Significativo  Significativo

S= Desviacion Estandar Intraserial Xc= Concentracion del Constituyente.

IC,,,,, = d+2,99 (28%)"” LICS= [ (Xc.CVi/2) ]/100
15
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Interferencia por san-hemoglobina
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FIGURA 3. Interferograma por san-Hemoglobina para
el Método Glucosa Hexoquinasa y Glucosa Oxidasa.

de 2 mg/dl de bilirrubina, a diferencia de lo observado en
el método de glucosa oxidasa, en el cual la interferencia
clinicamente significativa comienzan partir de

2,5 mg/dL

B.4.- VERACIDAD UTILIZANDO MATERIALES DE
REFERENCIA

Los resultados de la evaluacion de la veracidad a través
del uso de materiales de referencia evidencian que no
existen diferencias significativas (IC 95%) entre las
medias obtenidas por los métodos en estudio y la media
asignada al material de referencia en cada uno de los
niveles de concentracién evaluados (Tabla 5).

Discusion

Dentro de los criterios utilizados en la actualidad para
el diagndstico y seguimiento de la Diabetes Mellitus,
la determinacién de la glicemia juega un papel clave
(21). La mediciéon por métodos fiables de la glucosa
sérica resulta una herramienta clinica fundamental y de

alli la importancia de la verificacién del desempefio de
los métodos que se utilizan para su valoraciéon. En este
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FIGURA 4. Interferograma por srm-Bilirrubina para el
Método Glucosa Hexoquinasa y Glucosa Oxidasa

trabajo se evaluaron dos métodos analiticos utilizados
dentro del Servicio de Bioanalisis del Hospital José
Gregorio Hernandez del IVSS-Caracas, Venezuela,
estimando su desempefio in situ y analizando el impacto
clinico que el uso de uno u otro método pudiese tener
sobre la seguridad del paciente.

La confiabilidad de los métodos en estudio se determiné
a través de un protocolo de verificacién siguiendo las
recomendaciones de organismos especializados en la
materia, y que proporciona evidencia objetiva sobre la
magnitud de los errores y su significancia clinica (8,11-
16, 18, 25-28,30-35).

Los resultados obtenidos en el presente estudio
evidenciaron que la imprecision en condiciones
de repetibilidad y de reproducibilidad, para ambas
metodologias, cumple con los requerimientos de
calidad propuestos por los estaindares CLIA 88 y Rilibdk
Richtlinie en todos los niveles de decision clinica. No
obstante, al comparar los resultados del CV% entre
ambas metodologias, se observd que el método de
Glucosa Oxidasa present6é un mejor desempefio.

El estudio de comparacion de métodos con muestras
de pacientes muestra la existencia de una diferencia

TABLA 5. Veracidad utilizando materiales de referencia para los métodos
de Glucosa Hexoquinasa y Glucosa Oxidasa

Meétodo MRC Media CV% Intervalode Sesgo Valor asignado U
(mg/dl) Verificacion (mg/dl) (mg/dl)

Glucosa Hexoquinasa SH 76,7 3,3 60,0 a 88,0 2,7 74 6

SHH 186,9 2,9 155,4a2220,6 -1,1 188 14

Glucosa Oxidasa SH 74,1 1,8 60,1 a 87,9 0,1 74 6

SHH 187,2 1,6 155,6a2220,4 -0,8 188 14
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de medias de 1,5 mg/dl entre los métodos evaluados
(p<0,0001), la cual no es clinicamente significativa al
contrastarla con las especificaciones de desempefo
analitico. El analisis de regresion revela que los resultados
obtenidos por ambos métodos son comparables o
concordantes, no existiendo errores constantes ni
proporcionales de importancia estadistica ni clinica en
todo el intervalo de concentracion evaluado (60 a 645
mg/dl) al contrastar los sesgos obtenidos con las metas
de calidad analitica (CLIA 88, Richtlinie y VB-min), por
lo tanto, los resultados reportados a los pacientes por
ambos métodos son transferibles y no comprometen
las decisiones médicas. Sin embargo, se pudo observar
que el sesgo se incrementa a medida que disminuyen los
valores de Glucosa en suero.

Ambas metodologias mostraron un comportamiento
lineal, lo cual es claramente verificable mediante
la inspecciéon visual de la representacion grafica de
los valores obtenidos, ademds de los resultados del
analisis de la regresién polinémica. Por otra parte en
ninguno de los casos fue superado el “limite clinico de
no linealidad” establecido como el 50% del error total
maximo permitido segtin las especificaciones de calidad
de variabilidad bioldgica (minimas) (5,21%) (11).

Las interferencias endogenas evaluadas (Hemolisis e
Ictericia) afectan de forma desigual a ambos métodos.
Se encontr6 diferencia estadisticamente significativa
(IC99%= 6,53 + 4,48) en la glucosa Oxidasa a una
concentracion de hemoglobina de 12 g/L. No se
encontraron diferencias analiticamente significativas
para ninguno de los dos métodos en las concentraciones
del interferente estudiadas. Sin embargo, se observaron
diferencias clinicamente importantes (d: 6,53) en el
método glucosa Oxidasa cuando la concentracion del
interferente (Hb) alcanzé los 12 g/L. La interferencia
analitica descrita a través de la regresion de Passing-
Bablok fue positiva para ambos métodos (Hexoquinasa:
Conc.GHK=126,09 + 0,15*Interferente y Oxidasa:
GOX=122,55 + 0,74%Interferente). El efecto de
concentraciones crecientes de Bilirrubina en las
determinaciones de Glucosa sérica es mas evidente
que lo observado en el caso de la hemoglobina. Los
valores de glicemia reportados por ambos métodos se
afectan de manera clinicamente significativa a partir de
una concentracion de bilirrubina de 2 mg/dl, siendo la
prueba mas influenciada la realizada a través del método
glucosa Hexoquinasa.

La veracidad de los métodos de glucosa en suero fue
verificada a través de la evaluacion de material de
referencia con valores trazables al método ID-MS,
obteniéndose valores de sesgo superiores, aunque
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no significativos, para la metodologia de Glucosa
Hexoquinasa.

Conclusiones

A través de este estudio se ha podido verificar que
los resultados emitidos por ambas metodologias son
transferibles y pueden ser utilizados indistintamente
para el reporte de glicemia en el entorno clinico. Los
CV% alcanzados cumplen con los requerimientos
propuestos por CLIA 88 y Rilibdk Richtlinie y no se
observan desviaciones significativas en la veracidad
de los métodos que afecten su relevancia médica.
Adicionalmente se pudo demostrar que el método de
Glucosa Oxidasa tiene un desempeno analitico general
superior al método de Glucosa Hexoquinasa.
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RESUMEN:

Introduccion: De acuerdo con diversos autores, hasta un 849% de los errores del laboratorio clinico ocurren en la
fase preanalitica. Debido a la relevancia que posee la informacidn clinica que proporciona el uroanadlisis y el impacto
negativo que generan los errores preanaliticos en la confiabilidad de sus resultados, nos propusimos estandarizar
la fase preanalitica del uroandlisis, de acuerdo a las normas y recomendaciones de la Organizacién Internacional
de Estandarizacién (ISO), el Instituto de Estandarizacién Clinica y del Laboratorio (CLSI) y la Confederacion
Europea de Laboratorios Médicos (ECLM). Objetivos: Estandarizar la fase preanalitica del uroandlisis realizado en
el laboratorio clinico de rutina, de acuerdo con los requisitos de la ISO y las recomendaciones del CLSI y ECLM.
Materiales y Métodos: Investigacion descriptiva documental desarrollada en el Laboratorio de Investigaciones
Basicasy Aplicadas de la Universidad Central de Venezuela, que consider6 estandarizar las variables que determinan
la calidad de la fase preanalitica del uroanalisis, de acuerdo a las normas FONDONORMA-ISO 15.189, COVENIN-ISO
TR 10013, CLSI GP16 A3 y “European Urinalysis Guidelines”. Resultados y Discusién: La preparacion del paciente,
recoleccion por técnica de chorro medio, identificaciéon primaria y traslado de muestras de orina parcial para el
uroanalisis, fueron estandarizadas mediante el disefio y la elaboraciéon de unas instrucciones graficas y escritas
para la recoleccién y el traslado de las muestras de orina parcial para el uroandlisis, de acuerdo con las normas y
recomendaciones de la ISO, el CLSI y el ECLM. Conclusiones: El uroanalisis es un analisis clinico estandarizable en su
fase pre-analitica. La estandarizacion de la fase preanalitica del uroanalisis, implica disefiar y elaborar instrucciones
de trabajo que documenten los procedimientos propios del preanalisis, de acuerdo con los requisitos de la [SO y las
recomendaciones del CLSI y el ECLM.

Palabras Clave: Uroanadlisis, fase preanalitica, estandarizacion, calidad, laboratorio clinico.

PREANALYTICAL PHASE OF UROANALYSIS
STANDARDIZATION IN CLINICAL LABORATORY

SUMMARY

Introduction: According to several authors, up to 84% of clinical laboratory mistakes occur in the preanalytical phase.
Due to the importance that has the clinical information provided by the urinalysis and the negative impact generated
by preanalytical errors in reliability results, we proposed to standardize the preanalytical phase of urinalysis,
according to the rules and recommendations of the International Standardization Organization (ISO), the Clinical
and Laboratory Standardization Institute (CLSI) and the European Confederation of Laboratory Medicine (ECLM).
Aims: Standardize the preanalytical phase of urinalysis performed in the routine clinical laboratory, in accordance
with the requirements of ISO and CLSI recommendations and ECLM. Materials and Methods: Descriptive documentary
research performed at the Basic and Applied Research Laboratory at the Central University of Venezuela, we
considered standardize the variables that determine the quality of the preanalytical phase of urinalysis, according to
FONDONORMA-ISO 15,189, COVENIN-ISO TR 10013 standards, CLSI GP16 A3 and “European Urinalysis Guidelines”.
Results and Discussion: Patient preparation, midstream urine collection, identification and transport of the partial
urine samples for urinalysis, were standardized by designing and developing a graphical and written instructions for
collection and transport of partial urine samples for urinalysis, according to the rules and recommendations of the
ISO, the CLSI and ECLM. Conclusions: Urinalysis is clinical analysis that can be standardize in its pre-analytical phase.
The standardization of the preanalytical phase of urinalysis, involves designing and developing work instructions
that document the procedures, according to the requirements of ISO and CLSI recommendations and ECLM.

Key words: Urinalysis, preanalytical phase, standardization, quality, clinical laboratory.

Introduccion

El uroanalisis es el analisis de la orina que mediante
un procedimiento detallado abarca la evaluacion de
los aspectos caracteristicos de este liquido bioldgico,
con la finalidad de proporcionar informacién clinica
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acerca del funcionalismo renal y genitourinario, asi
como de otro orden metabolico de forma rapida,
temprana, costo efectiva y con escasa invasibilidad en
el paciente. Al igual que el resto de los procesos llevados
a cabo en el laboratorio clinico, el uroandlisis consta
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de una fase preanalitica, analitica y postanalitica (1).
La fase preanalitica es aquella que comienza en orden
cronolégico, desde la solicitud del clinico e incluye
la solicitud para el analisis, preparacion del paciente,
recoleccion de la muestra, identificacion de la muestra,
transporte al y dentro del laboratorio, y finaliza cuando
el procedimiento analitico comienza (2). De acuerdo
con diversos autores, hasta un 84% de los errores del
laboratorio clinico ocurren en la fase preanalitica
(3). Debido a la relevancia que posee la informacién
clinica que proporciona el examen simple de orina y el
impacto negativo que generan los errores preanaliticos
en la confiabilidad de sus resultados, nos propusimos
estandarizar la fase preanalitica del uroanalisis realizado
en el laboratorio clinico de rutina, de acuerdo a las
normas y recomendaciones internacionales de la
Organizacion Internacional de Estandarizacion ISO (del
inglés, International Organization for Standardization),
el Instituto de Estandarizacién Clinica y del Laboratorio,
CLSI (del inglés, Clinical and Laboratory Standards
Institute) y la Confederacién Europea de Laboratorios
Médicos, ECLM (del inglés, European Confederation of
Laboratory of Medicine).

Materiales y Métodos

La estandarizacion de la fase preanalitica del uroanalisis
realizado en el laboratorio clinico de rutina incorpor6
una investigacion descriptiva documental realizada en
el Laboratorio de Investigaciones Basicas y Aplicadas
de la Escuela de Bioanalisis de la Universidad Central
de Venezuela, que considerd estandarizar las variables
que determinan la calidad de la fase preanalitica del
uroanalisis, a través del disefio y elaboracién de unas
instrucciones graficas y escritas para los procedimientos
de preparacion del paciente, recoleccion de la muestra de
orina parcial por técnica de chorro medio, identificaciéon
primaria y traslado de las muestras de orina parcial para
el uroanalisis realizado en el laboratorio clinico de rutina,
siguiendolas normas yrecomendaciones internacionales
de 1a ISO, CLSI y el ECLM, especificamente las normas
FONDONORMA-ISO 15.189 “Laboratorios Clinicos.
Requisitos particulares para la Calidad y la Competencia”
(2) y COVENIN-ISO TR 10013 “Directrices para la
documentacion de los sistemas de gestion de la calidad”
(4); y las recomendaciones internacionales CLSI
GP16 “Urinalysis and Collection, Transportation, and
Preservation of Urine Specimens” (5) 'y “European
Urinalysis Guidelines” del ECLM (6).

Resultados

La preparacion del paciente, la recoleccion por técnica

Estandarizacién de la fase preanalitica del
uroandlisis, en el laboratorio clinico de rutina

de chorro medio, la identificacién primaria y el traslado
de muestras de orina parcial para el uroanalisis realizado
en el laboratorio clinico de rutina, fueron estandarizada
mediante el disefio yla elaboracion de unas instrucciones
graficas y escritas para la recoleccion y el traslado de las
muestras de orina parcial para el uroanalisis, de acuerdo
con las normas y recomendaciones de la ISO, el CLSI y
el ECLM (Ver Figura N°1).

Las instrucciones para la recoleccion y el traslado de
las muestras de orina parcial para el uroandlisis fueron
elaboradas a fin de cumplir con los requisitos 5.4.2 y
5.4.3 delaISO 15189, referidos a que el laboratorio debe
documentar y poner a disposicion de los responsables
de la recoleccion de las muestras bioldgicas, las
instrucciones especificas para la preparacion del
paciente antes de la recoleccion, la recoleccion
apropiada de la muestra con descripcion del envase de
recoleccion, el tiempo especial para la recoleccion, el
tipo y la cantidad de muestra a ser recolectada asi como
el manejo de muestras recolectadas en relacién a su
identificacion primaria y cualquier necesidad de manejo
especial entre el tiempo de recoleccion y el tiempo de
recepcion por el laboratorio en cuanto a requisitos
de transporte, temperatura y tiempo de entrega (2).
Adicionalmente, estas instrucciones fueron disefiadas
siguiendo lo establecido en el apartado 5.5.3 de la norma
ISO 15189, 8.3.2 de la guia “Urinalysis and Collection,
Transportation, and Preservation of Urine Specimens”
dela CLSI'y 3.2y 9.1.2.11 y 10.3 de la guia “European
Urinalysis Guidelines” del ECLM, en los cuales se
especifica que dichas instrucciones deben ser claras y
precisas, escritas en un idioma comunmente entendible
para el paciente y acompaiadas de ilustraciones para
incrementar la uniformidad en el procedimiento de
recoleccion de las muestras y la correcta interpretacion
delosresultados del uroanalisis (2,5,6). Las instrucciones
para la recoleccion y el transporte de las muestras
de orina parcial para el uroandlisis elaborados en el
presente trabajo, refieren al igual que el apartado
3.2, 83.1 y 84.2 de la guia “Urinalysis and
Collection, Transportation, and Preservation of
Urine Specimens” y 4.1 de la gufa “European Urinalysis
Guidelines”, que la muestra preferida para el uroanalisis
es la primera miccion de la manana, recolectada por
miccién espontanea después de un periodo de ayuno
y suefio de 8 horas, a través de la técnica de chorro
medio, debido a que es una muestra concentrada,
libre de la influencia de la dieta y la actividad fisica asi
como de contaminacion con otros fluidos corporales
y flora bacteriana, capaz de revelar eficientemente las
anormalidades microscdpicas urinarias (5,6).
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INSTRUCCIONES PARA LA RECOLECCION Y TRASLADO
DE LA MUESTRA DE ORINA PARCIAL PARA EL UROANALISIS

La muestra de orina parcial debe ser recolectada luego de un periodo de suefio y ayuno de al
menos 8 horas, por lo que se recomienda tomar la muestra de orina durante la primera miccion de
la mafiana, inmediatamente después de levantarse, antes de desayunar y realizar alguna actividad
fisica.

La higiene de las manos y el area urogenital justo antes de la recoleccion de las muestras de orina
parcial, es de vital importancia para evitar la contaminacion y obtener muestras optimas para el
Uroanalisis.

El envase empleado para la recoleccion de las muestras de orina es el “Urolab”, un dispositivo
desechable, no reusable, de material plastico transparente, con capacidad de 100 ml y una apertura
superior de 5 cm de diametro con tapa hermética removible; que al momento de la recoleccion
debe encontrarse limpio, seco, inerte y libre de interferentes.

Los envases empleados para la recoleccion de orinas parciales deben ser identificados por los
pacientes una vez recolectada la muestra. Para la identificacion debe colocarse con lapiz indeleble
el nombre completo (nombres y apellidos), el nimero de cédula de identidad (si posee sino colocar
la fecha de nacimiento), la fecha y hora de recoleccién de la muestra, en el cuerpo del envase.

El traslado de las muestras de orina debe realizarse de forma inmediata al laboratorio a una
temperatura de + 20°C (temperatura ambiente). Si el tiempo de traslado es mayor de una (1) hora,

debe mantenerse a una temperatura de + 4°C (temperatura de refrigeracion.

Pasos a seguir para la toma de muestra:
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Figura 1. Instrucciones para la recoleccion y traslado de la muestra de orina parcial para el uroandlisis, de
acuerdo con las normas y recomendaciones de la ISO, CLSI y ECLM.
Fuente: Elaboracién propia.

De igual forma, en éstas instrucciones se indica que el
envase empleado para la recoleccion de muestras de
orinas en pacientes adultos debe ser el “Urolab’, el cual
es un dispositivo translicido, desechable, no reusable,
limpio, seco, inerte, libre de interferentes, con capacidad
de mas de 50 ml, una abertura superior de 4 a 5 cm
de diametro y una tapa de cierre hermético removible,
tal y como se recomienda en el apartado 8.6.1 y 8.6.2
de la guia “Urinalysis and Collection, Transportation,
and Preservation of Urine Specimens” y 4.2.1 de la guia
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“European Urinalysis Guidelines”, referidos a los envases
recolectores de las muestras de orina parcial para el
uroanalisis (5,6).

En las instrucciones disefiadas y elaboradas se establece
que el paciente debe recolectar la muestra de orina parcial
implementando la técnica de chorro medio y llenando
el envase recolector hasta mas o menos la mitad. El
volumen promedio que puede contener un recolector
comercial “Urolab” varia entre 70 y 100 ml, por lo que el
llenado del envase hasta mas o menos la mitad permite
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que el paciente recolecte aproximadamente entre 35 y
50 ml de orina. De acuerdo con el apartado 3.2. de la
guia “Urinalysis and Collection, Transportation, and
Preservation of Urine Specimens” y 4.2.2. de la guia
“European Urinalysis Guidelines’, para llevar a cabo el
uroanalisis se prefiere un volumen de muestra de orina
parcial de 50 ml, sin embargo, se acepta que el minimo
volumen de orina requerido para realizar el analisis
tisico-quimico y forme de las muestras de orina parcial
es 12 ml (5,6).

En lo relativo a la preparacion previa de los pacientes, las
instrucciones orientan hacia una necesaria higiene de las
manos y el drea urogenital justo antes de la recoleccion
de las muestras de orina parcial, a fin de evitar la
contaminaciéon por flora bacteriana y otros fluidos
corporales, tal y como se indica en los apartados 8.3.2
de la guia “Urinalysis and Collection, Transportation,
and Preservation of Urine Specimens” y 4.1 de la guia
“European Urinalysis Guidelines” (5,6). Cabe destacar
que al igual que en las instrucciones disenadas y
elaboradas en el presente trabajo de investigacion, en su
apartado 4.1, la guia “European Urinalysis Guidelines”
recomienda la higiene del area urogenital s6lo con agua
a fin de reducir en un 20% los falsos negativos obtenidos
en los cultivos de las muestras patoldgicas que hayan
sido tomadas en el mismo momento de la recoleccion de
las muestras de orina parcial para el uroanalisis, ya que
los jabones y antisépticos no son recomendables debido
a que afectan la viabilidad bacteriana (6,7,8,9).

En relacién a la identificacion de la muestra, las
instrucciones disefiadas y elaboradas reflejan lo dictado
en los apartados 3.1 8.6.4 y 8.6.6 de la guia “Urinalysis
and Collection, Transportation, and Preservation of
Urine Specimens”y4.2.3. dela guia “European Urinalysis
Guidelines”, en referencia a que el envase recolector de
la muestra debe ser identificado inicialmente por el
paciente en el cuerpo y la tapa del envase con sus datos
completos asi como con la fecha y hora de recolecciéon
mediante el uso de etiquetas o lapiz indeleble resistente
a la humedad y refrigeracion (5,6).

En lo que respecta al manejo especial entre el tiempo de
recoleccion y el tiempo de recepcion por el laboratorio
referido especificamente a requisitos de transporte,
temperatura y tiempo de entrega, las instrucciones
disenadas y elaboradas en este estudio indican al igual
quelosapartados 2.1.6,8.7.1y 8.7.2 de la guia “Urinalysis
and Collection, Transportation, and Preservation of
Urine Specimens” y 4.3 de la guia “European Urinalysis
Guidelines”, que el traslado de las muestras de orina
debe realizarse de forma inmediata al laboratorio a
una temperatura de + 20 °C, sin embargo, si el tiempo
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de traslado es mayor a una (1) hora, debe mantenerse
a una temperatura de + 4°C (5,6). De acuerdo con las
recomendaciones internacionales de la CLSI y ECLM,
en la prictica diaria para el analisis fisico-quimico del
uroandlisis, las muestras de orina deben trasladarse
inmediatamente al laboratorio o de lo contrario
refrigerarse y protegerse de la luz hasta un maximo de 24
horas. En el caso del andlisis de los elementos formes, la
muestra debe ser refrigerada si no puede ser examinada
antes de dos (2) horas luego de la recolecciéon, por un
maximo de cuatro (4) horas, para evitar la aparicion
de cambios en la cantidad, calidad y morfologia de los
elementos formes urinarios (5,6). Es importante destacar
que en cuanto a la conservacidn de la muestra de orina
para el analisis de los elementos formes, algunos autores
sostienen que los pardmetros que mds se deterioran
luego de las dos (2) horas de recoleccién a temperatura
ambiente son los cilindros y hematies, los cuales se
mantienen estables hasta un maximo de cuatro (4) horas
a temperatura de refrigeracion (40), sin embargo, el resto
de los elementos formes se conservan aceptablemente a
temperatura ambiente durante mas de 24 horas (7,10).

Conclusiones

El uroanalisis es un andlisis clinico estandarizable en
su fase pre-analitica, de acuerdo con los requisitos
de ISO, el CLSI y el ECLM. La estandarizacion de la
fase preanalitica del uroanalisis, implica disefar y
elaborar instrucciones de trabajo que documenten los
procedimientos propios del preanalisis, de acuerdo con
los requisitos de la ISO y las recomendaciones del CLSI
y el ECLM.
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RESUMEN:

Introduccion: La concentracion de triacilglicéridos (TG) en ayunas y postprandial varian considerablemente entre los
individuos. Comtinmente los niveles de TG en sangre son determinados en estado preprandial pese a que el periodo
postprandial constituye el estado metabdlico habitual en el que se encuentra el ser humano a lo largo del dia. Objetivo:
Establecer los valores de referencia de TG postprandiales con una comida estandar establecida en nuestro laboratorio y
establecerla posible asociacion entre las alteraciones de la cinética del metabolismo postprandial de TG con las alteraciones
de los parametros aterogénicos. Metodologia: Se estudiaron 156 individuos aparentemente sanos los cuales se clasificaron
segun sus resultados de TG postprandiales, en 123 con tolerancia normal a las grasas y 33 con intolerancia a las grasas. A
cada individuo se le realizé una extraccion de sangre basal y postprandial 2H y 4H después de comer aproximadamente
24gr de grasa (equivalente a una empanada de queso y café). Se tomd muestras para el estudio de niveles de TG (basal
y postprandial), colesterol total y sus fracciones y fibrinégeno. Resultados: Los individuos con intolerancia a las grasas
presentaron niveles de TG superiores a los de los individuos con tolerancia normal en ayunas (121,94+28,66 mg/dL vs
92,78+27,90 mg/dL) y postprandiales 2H (175,46+30,62mg/dL vs 106,88+29,54mg/dL) y 4H (173,79+49,98 mg/dL vs
102,39+28,03mg/dL) con p< 0,001. Los valores de referencia obtenidos fueron: triacilglicéridos postprandiales después
de 2 horas, arrojaron un limite inferior de referencia de 49 mg/dL (IC:42 -56 mg/dL) y un limite superior de referencia de
165 mg/dL (IC:157 - 172 mg/dL), mientras que para los TG postpandriales después de 4 horas, se obtuvo un limite
inferior de referencia de 47mg/dL (IC:40-55 mg/dL y limite superior de referencia 157 mg/dL (IC:150-164mg/dL). El
establecimiento del intervalo de referencia para TG postprandiales con una dieta estdndar es importante, ya que permite
comparar los valores de TG postcarga y predecir el riesgo cardiovascular de los individuos con niveles elevados de los
mismos, los cuales en ayunas poseen niveles de TG normales. Los individuos con intolerancia a las grasas presentan
un riesgo relativo (RR) elevado para los indices aterogénicos Col/HDL, LDL/HDL y TG/HDL demostrando que existe
una asociacién entre hipertrigliceridemia y otros marcadores lipidicos de riesgo aterosclerotico. Conclusién: La
hipertriacilgliceridemia postprandial tiene un papel importante en la aterosclerosis debido a las alteraciones encontradas
en los indices aterogénicos (Col/HDL, LDL/HDLy TG/HDL) por lo que debe emplearse como prueba en el laboratorio para
estimar riesgo aterosclerotico.

Palabras claves: Hipertriacilgliceridemia postprandial, aterosclerosis, riesgo cardiovascular, indices aterogénicos.

POSTPRANDIAL TRIGLYCERIDES: IMPORTANCE. HOW TO MEASURE THEM?

SUMMARY

Introduction: The fasting and postprandial triglycerides (TG) concentration varies considerably between individuals.
Commonly TG levels are determined preprandial state, although the post-prandial period is the usual metabolic state
which the individual is throughout the day. Aim: To determine reference values for postprandial TG with a standard
meal established in our laboratory and also to determine the possible association between changes in the kinectics of
postprandial TG metabolism and atherogenic parameters. Methodology: 156 apparently healthy individuals were classified
according to their postprandial TG results in 123 normal fat tolerance and 33 abnormal fat tolerance or intolerant. We
performed a basal and postprandial blood extraction to each individual, 2H and 4H after eating about 24gr fat (equivalent
to a cheese patty and coffee). Samples to study TG levels (basal and postprandial), total cholesterol and fractions and
fibrinogen were taken. Results: Individuals with abnormal fat tolerance had TG levels higher than those individuals with
normal fasting tolerance (121,94+28,66 mg/dL vs 92,78+27,90 mg/dL) and postprandial 2H (175,46+30,62mg/dL
vs 106,88+29,54mg/dL) and 4H (173,79+49,98 mg/dL vs 102,39+28,03mg/dL) with p <0.001 . The reference values
obtained were: after 2 hours postprandial triacylglycerol 49 mg/dL as lower reference limit (Cl:42-56 mg/dL) and as
upper reference limit 165 mg/dL (CI:157-172 mg/dL), while after 4 hours the lower reference limit was 47 mg/dL (CI:40-
55 mg/dL) and for the upper reference limit was 157 mg/dL (CI:150-164 mg/dL). The establishment of the post-prandial
TG reference interval with a standard diet is important because it allows comparing the values of TG afterload and predicts
cardiovascular risk in individuals with high levels of TG, which during fasting are normal. Individuals with fat intolerance
have a high relative risk (RR) for atherogenic indexes Chol/HDL, LDL/HDL and TG/ HDL, showing an association between
hypertriglyceridemia and other lipid markers of atherosclerotic risk. Conclusion: Postprandial hypertriglyceridemia has
an important role in atherosclerosis due to the changes found in atherogenic indexes (Chol/HDL, LDL/HDL and TG/HDL)
therefore determine postprandial triglycerides should be used as a test in clinical laboratory to estimate atherosclerotic
risk.

Keywords: Postprandial hypertriglyceridemia, atherosclerosis, cardiovascular risk, atherogenic index.

Introduccion Existen factores de riesgo que influyen en el desarrollo
Segin la OMS las Enfermedades Cardiovasculares de las ECV, algunos modificables como: obesidad,
(ECV) son la primera causa de muerte a nivel mundial. tabaquismo, consumo excesivo de bebidas alcohdlicas,
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sedentarismo, mala alimentacion, dislipidemias, estrés;
y otros no modificables como la edad, sexo, antecedentes
familiares (1).

Estos trastornos, especialmente la enfermedad
coronaria o cardiopatia isquémica, también producen
una sustancial morbilidad y discapacidad, y son una de
las principales causas del elevado costo de los sistemas
de salud. La arterioesclerosis, es el sustrato anatémico
de la enfermedad cardiovascular y se define como una
enfermedad multifactorial crénica de tipo inflamatorio,
en la cual mecanismos inmunoldgicos interactiian con
factores metabodlicos de riesgo para iniciar, propagar
y activar lesiones del arbol arterial. La caracteristica
mas resaltante es el engrosamiento de la pared arterial,
debido a una acumulacién de lipidos y tejido conectivo
en proporcion variable y la concomitante reduccion en
el didmetro del lamen vascular (2-4).

En Venezuela, México, Argentina y Brasil, la
hipertriacilgliceridemia (Triacilglicéridos (TG)
superiores a 150 mg/dL en sangre) se ubica entre los
cinco principales factores de riesgo de ECV, junto
con la obesidad y la hipertension arterial (HTA) (5).
La relacion entre esta y la ECV se encuentra atin en
discusion. Recientemente, se ha propuesto que los
remanentes de quilomicrones (QM) y las lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL siglas del inglés very low
density lipoprotein) presentes en el suero postprandial
delos individuos, podrian jugar un papel en el desarrollo
de la aterosclerosis, indicando asi que medir los niveles
de TG sin estar en ayunas puede ser més efectivo para
evaluar estos riesgos (6).

Comunmente los niveles de TG en sangre son
determinadosen estado preprandial pesea que el periodo
postprandial constituye el estado metabdlico habitual en
el que se encuentra el ser humano a lo largo del dia (3).
En pacientes cardidpatas y con intolerancia a las grasas
los niveles de TG postprandiales tienden a estar por
encima del intervalo de referencia, de esta manera un
aumento en los niveles de TG postprandiales predicen
mejor el riesgo de enfermedad cardiovascular que los
medidos en estados de ayuno, independientemente de
otros factores de riesgo cardiovascular (7).

Debido a que se ha determinado que niveles elevados
de TG pueden estar involucrados en el proceso
aterosclerdtico, en éste trabajo nos hemos propuesto
como objetivo determinar si el aumento de los niveles
de TG postprandiales esta asociado a otros marcadores
de riesgo de aterosclerosis y asi evaluar la posible
asociacion entre la hipertriacilgliceridemia postprandial
y otros marcadores lipidicos de riesgo aterosclerético,
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asi como, establecer los valores de referencia de TG
postprandiales con una comida estandar establecida en
nuestro laboratorio.

Materiales y Métodos

Poblacién de estudio

La poblacién estudiada estuvo constituida por ciento
cincuenta y seis (156) individuos aparentemente sanos,
adultos, con edades comprendidas entre 19 y 50 afios,
que aceptaron participar en el estudio, todos residentes
actuales de la Gran Caracas que asistieron al Laboratorio
de Investigaciones Basicas y Aplicadas.

Criterios de inclusion: a) Individuos aparentemente
sanos, normopeso; b) Consentimiento informado
escrito firmado, (donde se explican los beneficios y
riesgos de su participacion en la investigacion).
Criterios de Exclusion: Individuos que presenten
dislipidemias, sobrepeso u obesidad, diabetes,
hipertensiéon  arterial, tabaquismo, alcoholismo,
cardiopatia congénita, enfermedades inmunoldgicas,
infecciones agudas o crénicas (menos de seis meses).

Normas de bioética

El protocolo del estudio se realizo bajo las normas de
ética establecidas por la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) para trabajos de investigacion en humanos
y la declaracion de Helsinki ratificada por la "29th World
Medical Assembly”, Tokio 1995, conté con la aprobacion
del Comité de Etica del Hospital Universitario de Caracas
(HUC) y cont6 con el consentimiento informado de los
participantes en el estudio.

Obtencidn de las muestras

A cada participante se le extrajo una muestra de 10 mL
de sangre, en ayunas (14 horas aproximadamente). La
muestra fue extraida por puncion venosa, previa asepsia
de la region anterior del brazo, y tomando las medidas y
consideraciones necesarias para evitar el éxtasis venoso
y hemodlisis, las muestras fueron repartidas en un tubo
con anticoagulante EDTA y un tubo sin anticoagulante.
Posteriormente, se les suministré un desayuno que
consistio en una (1) empanada con una carga de 20 gr
de grasa y un café con leche con una carga de 4 gr de
grasa (para un total de 24 gr de grasas) y bajo la misma
técnica se tomaron 10mL de sangre a las 2 horas y
10mL de sangre a las 4 horas posterior a la ingesta de
este alimento. Las muestras fueron centrifugadas, en un
lapso no mayor de 30 minutos, a 3.000 g por 15 min, en
una centrifuga refrigerada a 4°C. El suero y el plasma
fueron almacenados en alicuotas, a -70°C, hasta el
analisis respectivo.
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Determinaciones de laboratorio

Se determiné glucosa, colesterol y triglicéridos en el
equipo automatizado Modular Analytics de Roche
Diagnostics. La electroforesis de colesterol se realiz6 en
el equipo automatizado de Helena Laboratories SAS-1.
Las concentraciones de ApoA1ly ApoB se determinaron
usando un ensayo de Inmunodifusién radial, empleando
un kit comercial (LTA Apolipoproteina A1y B RID). La
concentracion plasmatica de fibrinégeno se determind
mediante el equipo automatizado Amelung Amax 190
(Siemens). Empleando inmunoensayo enzimatico
adsorbente (ELISA), se determiné Insulina (DRG
International, Marburg, Alemania).

Andlisis estadistico.

Los datos bioquimicos fueron procesados mediante el
software estadistico SPSS versiéon 17, y se analizaron
siguiendolos procedimientos estadisticos recomendados
por la Federacion Internacional de Quimica Clinica
(8). En primer lugar se realizé un analisis de estadistica
descriptiva con un intervalo de confianza del 95%, se
verifico el cumplimiento de los supuestos estadisticos
normalidad mediante la prueba estadistica de
Kolmogorov-Smirnov (9) y de igualdad de varianzas a
través del método de Levene. Por otro lado, con el fin
de determinar si existen diferencias significativas en el
nivel promedio de las variables bioquimicas analizadas
entre los grupos tolerantes (control) e intolerantes a las
grasas, se realiz6 la Prueba t de student para muestras
independientes.

Los intervalos de referencia se calcularon mediante el
método paramétrico recomendado por la IFCC (8),
siendo este el mas apropiado cuando los datos siguen
una distribucion normal o Gaussiana.

Valores de referencia

Los valores de referencia se calcularon considerando
el 95% central de la distribucion, usando como limites
inferior y superior del valor de referencia los percentiles
2.5y 97.5, respectivamente. El algoritmo de célculo de
valores de referencia respeta lo recomendado por el
protocolo NCCLS C28-A2, donde se recomienda un
tamafo muestral minimo de 120 sujetos por grupo de
particion (10).

Resultados

Se estudiaron 156 individuos, de los cuales 42 (27%) son
hombresy 114 (73%) son mujeres. Los individuos fueron
clasificados segtin sus niveles de TG postprandiales en: 1)
Grupo con tolerancia normal a las grasas (grupo control
n=123), 2) grupo con intolerancia a las grasas (n=33),
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como puede observarse en la figura 1. Presentando
como edad media el grupo control 31 + 12 afios y 36 +
15 afos el grupo con intolerancia a las grasas.

Para la mayoria de las variables bioquimicas, se cumplié

Intolerantes
21%

Tolerantes
79%

FIGURA 1. Distribucién de la muestra por grupos,
dependiendo sus niveles de TG postprandiales: Grupo
con tolerancia normal a las grasas (control) y grupo con
intolerancia a las grasas.

el supuesto de normalidad, excepto paralas variables Apo
A1y Apo B, comprobandose su ajuste a la distribucién
normal mediante el test de Kolmogorov - Smirov, con
un nivel critico correspondiente al 0,05 de significacion.
Se realizé una transformacion logaritmica de los datos
para las apolipoproteinas ApoAl y Apo B, logrando de
esta manera su ajuste a la distribucién normal.

Una vez comprobada la normalidad de las variables
bioquimicas, se procedié al andlisis de los estadisticos
descriptivos. En la tabla 1, se muestran la media
aritmética (X) como valor de tendencia central y la
desviacion estandar (s) estimados con un intervalo de
confianza del 95%.

Bajo la hipdtesis de normalidad e igualdad varianza, la
comparacion de ambos grupos mediante la prueba t de
student con una region de aceptaciéon a=0,05, donde se
encontro el estadistico de contraste segin el modelo t
con un intervalo de confianza del 95% para muestras
independientes (tabla 1), permitié observar que la
comparacién entre los promedios de colesterol total,
Apo A-1 enlogy fibrindgeno no presentaron diferencias
significativas, arrojando un valor de p>0,05.

La comparacion t de los promedios de Glucosa, LDL-c
y VLDL-c, arroj6 un valor de p<0,05, siendo estos
parametros significativamente superiores en el grupo
intolerantes a las grasas respecto al grupo control. De
la misma manera, la evidencia estadistica, determind
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que los promedios de HDL-c, son significativamente
diferentes entre ambos grupos, siendo mayor el
promedio en el grupo control y menor en el grupo
intolerante a las grasas (p<0,05). En cuanto al promedio
de la Apo B en log, result6é ser muy significativamente
superior en el grupo intolerantes a las grasas respecto al
grupo control con un valor de p<0,01.

Con respecto a los TG basales y postpandriales a las
2 y 4 horas, se aprecia que los valores promedios son
significativamente mads elevados en el grupo con
intolerancia a las grasas que en el grupo con tolerancia
normal (p<0,001). Para establecer la
agrupacion de los sujetos, se tom6 en cuenta que los
valores resultaron ser a las 2 y 4 horas superiores al
intervalo de referencia, de la misma manera ocurrié con
el aumento en los niveles de TG 2 h postcarga de mas de
un 30% de sus valores basales.

respectiva

En la tabla 2 se presentan los intervalos de referencia
para los TG postprandiales donde pueden observarse
dichos valores a las 2 y 4 horas determinados en los 123
individuos del grupo con tolerancia normal a las grasas.

Estos intervalos fueron determinados en los individuos

Triacilglicéridos postprandiales: importancia. ;Cémo medirlos?

del grupo con tolerancia normal, los cuales son los que
presentan un aumento menor al 30% en sus valores
después de la ingesta de la comida estandar para este
estudio. En la tabla 2, se aprecia que los valores de
referencia obtenidos para cada fractil usando el método
paramétrico para TG postpandriales después de 2 horas
mg/dL, arrojaron un limite inferior de referencia de
49 (IC: 42 -56 mg/dL) y un limite superior de referencia
de 165 (157 - 172) mg/dL, mientras que para los TG
postpandriales después 4 horas mg/dL, se obtuvo un
limite inferior de referencia de 47 (IC: 40-55 mg/dL) y para
el limite superior de referencia de 157 (IC: 150-164 mg/dL).

En la figura 2 se observa el comportamiento de los TG
en ayunas y postprandiales (2h y 4h) en los grupos
en estudio. La cinética de los TG para el grupo de los
controles comienza con una media basal inferior a los
100 mg/dL a diferencia del grupo intolerante que
presenta valores por encima de 120 mg/dL, mientras
que a las 2 horas de la ingesta de la carga estandar se
obtiene un valor maximo para ambos grupos siendo
mucho mayor el aumento para los intolerantes, los cuales
sobrepasan el intervalo de referencia y no disminuyen
por debajo de este a las 4 horas.

TABLA 1. Estadisticos descriptivos de los parametros bioquimicos estudiados
sobre los grupos Tolerantes e Intolerantes a las grasas.

Grupo Tolerante a las Grasas Grupo Intolerante a las Grasas

Parametros N X s N X s VR P
Glucosa (mg/dL) 115 88,21 8,9 32 92,5 9,6 70-100 0,018*
Colesterol (mg/dL) 123 182,80 40,6 33 192,3 34,16 0-200 0,221
HDL-C (mg/dL) 116 51,92 17,24 31 40,70 14,31 40,00-60,00  0,001**
VLDL-C (mg/dL) 116 19,33 6,44 31 23,58 7,06 15,00 - 44,00  0,002**
LDL-C (mg/dL) 116 109,83 32,13 31 122,74 29,5 0,00 - 159,00  0,045*
Apo Al (mg/dL) 108 log2,35 log0,109 33 log2,32 log0,106 102 - 215 0,229
Apo B (mg/dL) 111 log 1,99 log 0,107 33 log2,06 log0,133  60-145  0,003**
TG Ayuna (mg/dL) 123 92,78 27,90 33 121,94 28,66 30 - 150 0,000%**
TG postpandriales.

2 horas (mg/dL) 123 106,88 29,54 33 175,46 30,62 0,000%**
TG postpandriales.

4 horas (mg/dL) 123 102,39 28,03 33 173,79 49,98 0,000***
Fibrinégeno (mg/dL) 111 231,16 76,98 31 252,48 58,11 180 - 350 0,155

N= Ntmero de muestras, x = Media aritmética, s = Desviacion estindar, VR= Valor de referencia del fabricante,

p = Test de student con un nivel de significacién a= 0,05.

cta Cientifica de la Sociedad Venezolana
* de Bioanalistas Especialistas. 2014; Vol 17(1): 17-26.




Garcés y col.

TABLA 2. Intervalo de Referencia (95%) con Intervalo
de Confianza (0,90) para los Fractiles 0,025 y 0,975.

Pardmetros Fractil p=0,025  Fractil p=0,975

TG postpandriales

2 horas mg/dL 49 (42-56) 165 (157-172)
TG postpandriales
4 horas mg/dL 47 (40-55) 157 (150-164)

Niveles de TG por grupo de estudio

200
180 — g
= 160
T
-? 140 //
w10 -
2 — —l == Intolerantes
:! 100 —
g =0 == Tolerantes
=l
T B0
£
= 40
20
o
Basal 2 Horas 4 Horas

FIGURA 2. Comportamiento de los TG
por grupo de estudio.

Ademas en esta figura puede apreciarse la diferencia
significativa de los valores de TG en ayunas y en estado
postprandial que hay entre ambos grupos de individuos.

Larelacion ApoA1/ApoBy LDL/ApoB de los individuos
en estudio se expresa en la figura 3. En esta figura se
evidencia que la relaciéon LDL/ApoB del grupo de los
intolerantes esta disminuida significativamente con
respecto al grupo con tolerancia normal con un p<0,05.

Los valores del indice de Castelli y la relacién LDL/HDL
obtenidos por grupo de individuos se pueden observar
en la figura 4.

En este se evidencia un aumento estadisticamente
significativo de la relacién ColT/HDL y LDL/HDL en el
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*p < 0,05 con respecto al grupo tolerante

25

15 = ApoAApoB

mLDL/ApoB

0.5

Relacién Apo A1/ApoBy LDL/ApoB

Intolerantes Tolerantes

FIGURA 3. Relacién ApoA/ApoB y LDL/ApoB
de los individuos en estudio.

* p < 0,05 con respecto al grupo tolerante

uColl/HDL
ELDL/HDL

Relaciéon Col T/HDL y LDL/HDL

Intolerantes

Tolerantes

FIGURA 4. Indice de Castelli y relacién LDL/HDL
por grupo de estudio.

grupo intolerante con respecto al grupo con tolerancia
normal (p<0,05).

En la tabla 3 se presentan los valores de Riesgos
Relativos (RR) por grupo en estudio. Donde se
muestran la cantidad de individuos que presentan la
relacion colesterol Total/HDL mayor o menor que 5
y la relaciéon LDL/HDL mayor o menor que 3,6. Se
observa que el grupo con intolerancia a las grasas
tiene 2,82 veces mayor riesgo a tener una relaciéon

TABLA 3. Riesgo Relativo (RR) para los grupos en estudio

Tolerancia Intolerancia RR (IC 95%) P
normal a las grasas
n=116 n=31
Rel Col/HDL > 5 17 13 2,82 (1,43-5,16) 0,002*
Rel Col/HDL < 5 99 18 0,67 (0,46-0,90)
Rel LDL/HDL > 3,6 12 9 2,46 (1,15-4,49) 0,002*
Rel LDL/HDL < 3,6 104 22 0,69 (0,43-0,96)

* p < 0,05 con respecto al grupo control
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TABLA 4. Riesgo Relativo (RR) para los grupos en estudio

BASAL Tolerancia normal  Intolerancia a las grasas RR (IC 95%) p
n=123 n=33

Rel Tg/HDL > 3 18 16 3,38 (1,80-6,07) 0,001*

Rel Tg/HDL < 3 105 17 0,61 (0,43-0,82)

PP 2H Tolerancia normal  Intolerancia a las grasas RR (IC 95%) p
n=123 n=33

Rel Tg/HDL > 3 22 27 9,83 (4,32-24,99) 0,001*

Rel Tg/HDL < 3 101 6 0,48 (0,39-0,62)

PP 4H Tolerancia normal  Intolerancia a las grasas RR (IC 95%) p
n=123 n=33

Rel Tg/HDL > 3 18 25 8,21 (3,98-18,02) 0,001*

Rel Tg/HDL < 3 105 8 0,45 (0,34-0,61)

* p < 0,05 con respecto al grupo control

Col/HDL > 5 con respecto al grupo de tolerancia
normal; similar sucede con el indice LDL/HDL en el que
el grupo con intolerancia a las grasas tiene 2,46 veces
mas riesgo que el grupo de tolerancia normal de tener
una relaciéon mayor de 3,6.

La tabla 4 muestra los valores de Riesgos Relativos para
la relaciéon Tg/HDL en ayunas, 2h y 4h postprandial,
en el cual se empled como punto de corte 3. Se observo
que el riesgo relativo aumento en los individuos con
intolerancia a las grasas a las 2h y 4h después de la
comida presentando un RR de 3,38 en ayunas, 9,83 a
las 2h y 8,21 a las 4h con respecto a los individuos con
tolerancia normal.

Discusion

La prevencion de las enfermedades cardiovasculares
y metabdlicas representa actualmente una de las
prioridades del sistema de salud. Si bien la aterosclerosis
es de origen multifactorial, las alteraciones del
metabolismo lipoproteico son el principal factor y
representan alrededor del 50% del riesgo atribuible
poblacional para el desarrollo de la enfermedad
cardiovascular (11).

Hace 35 afios Zilversmit propuso la hipotesis que el
desarrollo de aterosclerosis es resultado de un fenémeno
postprandial y observo que la acumulacion de lipidos en
las arterias no era solo resultado de una concentracién
elevada de LDL en el plasma, sino también consecuencia
de un proceso normal de absorcién y transporte de
lipidos (12). Desde entonces, el metabolismo de las
lipoproteinas postprandiales ha recibido una gran
atencion y se ha observado que la tolerancia a la grasa de
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la dieta estd determinada por numerosos factores, tales
como la edad, el sexo, la obesidad, la distribucién de la
grasa corporal, la dieta, la actividad fisica y la diabetes
tipo 2.

Dado que la mayor parte del dia nos encontramos en
estados postprandial, la medicion de los triacilglicéridos
postprandiales seria la valoracion real del metabolismo
lipidico, y sus efectos aterogénicos. En recientes
estudios (13,14), al igual que en el presente trabajo, los
triacilglicéridos postprandiales son iguales o mejores
predictores de riesgo cardiovascular que los niveles
en ayuno y pueden suministrar un dato adicional en
individuos sin dislipidemia en ayunas.

Las alteraciones en el metabolismo de los TG se
comienzan a expresar, en sujetos normolipémicos con
factores de riesgo cardiovascular, con un retardo en
su aclaramiento y se pone de manifiesto mediante una
carga estandarizada de grasa (13).

El estilo de vida que lleva la sociedad actual hace que
nuestro organismo pase la mayor parte del dia en estado
postprandial y curiosamente, la mayoria de los factores
de riesgo cardiovascular estudiados en el laboratorio
clinico como son los TG y colesterol, son valorados
en sujetos que se encuentran en estado de ayuno. Sin
embargo, todavia no contamos con un instrumento
clinico estandarizado que sirva de herramienta para
valorar la lipemia postprandial. A nivel internacional
varios autores han propuesto numerosos métodos, desde
cargas estandarizadas de grasa en funcién del area de
superficie corporal hasta dietas con diversas porciones
de alimentos comunes ricos en grasas, carbohidratos y
proteinas, esto aunado a una amplia heterogeneidad con




Garcés y col.

respecto a la respuesta de cada individuo ha demostrado
asi la innegable necesidad de estandarizar una prueba
que permita evaluar los lipidos postprandiales, ya que
al igual que en este estudio otros han demostrado la
relacion que hay entre estos niveles y el riesgo de padecer
ECV (14).

Es por esto, que en este trabajo estandarizamos un
desayuno comun para el venezolano, el cual consiste
en una empanada de queso y un café con leche, el
cual representa 24 gr de grasa. Nosotros establecimos
como punto de corte de intolerancia a las grasas,
aquellos individuos que presentaron mas de un 30% de
aumento en los niveles de TG 2 horas después de comer,
encontrando que de 156 individuos normolipémicos y
normopeso evaluados, el 21% presento intolerancia a las
grasas segun los criterios establecidos por este estudio
(Figura 1).

El establecimiento del intervalo de referencia para TG
postprandiales es importante, ya que permite comparar
los valores de los individuos con un rango de TG
postcarga y asi estimar el riesgo de los mismos junto
a otras pruebas. Estos intervalos fueron determinados
en los individuos del grupo con tolerancia normal, los
cuales son los que presentan un aumento menor al
30% en sus valores después de la ingesta de la comida
estandar para este estudio.

La tabla 1, muestra que a pesar que los niveles de
colesterol en ambos grupos fueron similares, los
individuos con intolerancia a las grasas presentaron
valores disminuidos de HDL-c y valores aumentados
de apoB, LDL-c y VLDL-c, con respecto al grupo con
tolerancia normal, todos estos parametros clasificados
como factores de riesgo cardiovascular (15,16).
Durante el dia, la mayoria de los individuos se
encuentran en estado postprandial, y el hecho de
presentar intolerancia a las grasas y mantener valores de
TG por encima del intervalo de referencia con respecto
al grupo con tolerancia normal, como se observa en la
figura 3 en este estudio, predispone a padecer un mayor
riesgo de ECV, debido a que estos factores juegan un
papel crucial en el desarrollo de la aterosclerosis (17).
En algunos sujetos se produce un aumento de los
triacilglicéridos totales y de las lipoproteinas ricas en
triacilglicéridos de origen intestinal y hepatico tras la
ingesta de alimentos ricos en grasa. La hiperlipemia
postprandial tiene relevancia clinica por su relacion con
el sindrome metabolico y la resistencia a la insulina,
ya que genera un incremento del estrés oxidativo,
inflamacién y disfuncién vascular, ademas esta asociada
con el riesgo de enfermedad cardiovascular (18).

Triacilglicéridos postprandiales: importancia. ;Cémo medirlos?

Lo anteriormente expuesto puede explicarse debido a
que el tamafio de las LDL esta inversamente relacionado
a los niveles de TG en sangre. Cuando se hallan
valores elevados de TG en sangre, habrd una mayor
transferencia neta de estos desde los quilomicrones y
las VLDL hacia las LDL; por lo que se sintetizan VLDL
mas grandes que pueden ser lentamente catabolizadas
y formar mas LDL pequefas y densas; esto puede ser
determinado a través de la relacion LDL/Apo B, ya
que por cada particula de LDL, se halla una apo B y al
encontrase este indice disminuido, indica que el valor
de Apo B es mayor que la cantidad de LDL, lo que se
puede traducir como la existencia de moléculas de LDL
mas pequefias. Todo esto coexiste a su vez, con bajos
niveles de HDL, que también puede ser evidenciado
con el indice Apo A-1/Apo B, que explica que la HDL
esta disminuida con respecto a la LDL. En la figura 2,
se expresan estos indices para los individuos en estudio,
en el que se observa que los individuos con intolerancia
a las grasas presentan menor cantidad de HDL debido
a que el indice Apo A-1/Apo B esta disminuido en este
grupo, sin embargo, el indice LDL/Apo B fue similar en
ambos grupos.

El indice Apo Al/Apo B refleja el equilibrio entre dos
procesos diametralmente opuestos: a) el transporte de
colesterol a los tejidos periféricos con la consiguiente
internalizacion arterial del colesterol, y b) el transporte
reverso de colesterol hacia el higado (19). Cuanto mayor
es el cociente Apo B/Apo Al, mayor es la cantidad de
colesterol de las lipoproteinas aterogénicas que circulara
por el compartimento plasmatico y sera susceptible
de inducir disfuncién endotelial y de desencadenar o
acelerar el proceso de la aterogénesis. Por el contrario,
cuanto menor es el cociente Apo B/Apo Al, menor sera
la agresion vascular del colesterol plasmatico, y mayor
y mas eficaz serd el transporte reverso de colesterol,
asi como de otros efectos beneficiosos, y en definitiva
menor serd el riesgo de enfermedad cardiovascular.

Cuando el indice de Castelli se encuentra < 5,0 indica
que la concentracién de HDL es suficiente para cumplir
adecuadamente el transporte del colesterol hacia el
higado, mientras que cuando esta relaciéon estd por
encima de los valores mencionados indica que ese
colesterol no puede ser removido completamente y
podria depositarse en la pared de los vasos sanguineos
en forma de LDL. Lo que indicaria para los resultados
obtenidos en este estudio como se observa en la
figura 4, que los individuos intolerantes presentan
mayor riesgo de presentar aterosclerosis al tener valores
significativamente mayores que el grupo con tolerancia
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normal. Es importante resaltar que el riesgo relativo
para éste indice de los sujetos intolerantes fue 2,82
veces mas susceptibilidad a desarrollar enfermedad
cardiovascular que el grupo tolerante como se puede
observar en la tabla 3, lo cual es muy importante ya que
estos individuos son aparentemente sanos.

Ademads, en esta misma grafica se expresa otro indice
aterogénico la relacién LDL/HDL, cuando este indice se
encuentra < 3,6 indica que el equilibrio estd desplazado
hacia la lipoproteina antiaterogénica, por lo tanto, ofrece
un menor riesgo a desarrollar aterosclerosis. Al analizar
el grupo de intolerantes, existe un desbalance entre el
colesterol trasportado por las lipoproteinas aterogénicas
y las lipoproteinas antiaterogénicas o protectoras. Esto
se debe a que existe un incremento en el componente
aterogénico contenido en el numerador, y wuna
disminucién del componente antiaterogénico contenido
en el denominador. Por lo que, el exceso de colesterol
que no puede ser removido eficientemente por las HDL
se estaria depositado en la intima de la pared arterial,
contribuyendo asi a la formacion del ateroma (7). Con
respecto al riesgo relativo para éste indice, los sujetos
intolerantes tienen 2,46 veces mds susceptibilidad a
desarrollar enfermedad cardiovascular que el grupo
tolerante. Este RR es similar al obtenido con el indice
de Castelli, demostrando que ambos indices predicen de
igual forma el riesgo de ECV en los individuos, como es
afirmado por Paglione y col. (20).

El cociente TG/HDL-C fue propuesto por McLaughlin y
col.,(21) para identificar de forma répida y sencilla a los
individuos sanos con resistencia alainsulina (RI) y riesgo
elevado para desarrollar enfermedad cardiovascular.
Otros autores como Reaven (22) o Chavez Gonzalez y
col. (23), consideran también a este cociente como un
buen indicador de riesgo de enfermedad cardiovascular
y RI. Boizel y col, utiliza en pacientes diabéticos, el
punto de corte 3 para distinguir a los que presentan
particulas LDL-c pequefias y densas (24).

En el estudio de Barter y col,, en un grupo de pacientes
obesos, el aumento de la concentraciéon de TG y la
disminucién de la concentraciéon de HDL-c permitio la
identificacion de pacientes con trastornos metabolicos
generalizados, mientras que los participantes obesos
con niveles normales de lipidos presentaron niveles
normales de glucosa, sensibilidad a la insulina,
marcadores inflamatorios, y presién arterial, por lo
tanto, se clasificaron como pacientes con un bajo riesgo
para el desarrollo de la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares, a pesar de ser obesos (25).
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Por su parte, Yunke y col., encontraron que la relacion
TG/HDL-c es predictivo de la severidad de la EC y que
también podria contribuir a predecir los incidentes
cardiovasculares a largo plazo de los pacientes con EC
(26). En un reciente meta-analisis de cohortes de Asiay
el Pacifico (27), la relacién TG/HDL-c demostro ser un
fuerte predictor de mortalidad por cualquier causa en las
mujeres asiaticas. Bittner y col. también demostré que la
relacion TG/HDL-c estaba estrechamente relacionada
con todas las causas de mortalidad en las mujeres (28).

La asociacion entre la relacion TG/HDL-c y la severidad
de la EC esta probablemente relacionado con el fenotipo
de las particulas de LDL (es decir, niveles elevados de
particulas de LDL pequenas densas) (29). Las particulas
de LDL fenotipo B, o las particulas de LDL pequenas
densas, penetran en la pared arterial y se depositan bajo
el endotelio vascular mas facilmente que las particulas
de LDL mas grandes. Ademas, estas particulas de LDL
pequenias densas parecen ser mas susceptibles a la
oxidacion, lo que aumenta aun mds su aterogenicidad
(30). Por lo tanto, altos niveles de TG, bajos niveles de
HDL-C, y surelacion podrian ser indicadores indirectos
de la proporcién relativa de las LDL circulantes
pequenias densa, y asi proporcionar una prediccion de
que el tamano de las particulas lipidicas esta relacionado
con el riesgo coronario (31, 32).

La idea de la aterogenicidad de los triacilglicéridos y su
relacién inversa con el HDL-c, queda suficientemente
detallada en el trabajo desarrollado porlos investigadores
del estudio REGICOR. En el mismo, las concentraciones
de triglicéridos séricos contribuyeron a explicar entre
un 11% y un 15% de la variabilidad del HDL-c, mientras
que en los datos aportados por el estudio poblacional
de Framingham en EEUU, los valores de triglicéridos
fueron determinantes de un 22% a un 29% de la
variabilidad del colesterol HDL (33).

En nuestro estudio encontramos que los individuos con
intolerancia a las grasas tienen 3,38 veces mas riesgo
de padecer aterosclerosis que los sujetos con tolerancia
normal a las grasas y que este riesgo aumenta en la etapa
postprandial (2h postcarga) a 9,83. Esto quiere decir, que
en la etapa postprandial aparece un 33,33% de nuevos
individuos con riesgo a padecer aterosclerosis qque en
ayunas no se observaba tal riesgo. El uso simultaneo
de los triacilglicéridos y del HDL-c en este cociente
refleja las interacciones complejas del metabolismo
lipoproteico en su globalidad, y puede ser util en la
prediccion de la aterogeneicidad del plasma, lo que hace
que este indice sea un mejor instrumento para valorar el
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riesgo cardiovascular.
Conclusiones

Los valores de TG postprandiales son un importante
marcador para predecir posible riesgo a desarrollar
aterosclerosis; la hipertrigliceridemia posprandial tiene
un papel importante en la aterosclerosis por lo que debe
emplearse como prueba en el laboratorio para estimar
dicho riesgo en individuos sin riesgo aparente.
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RESUMEN:

El tabaquismo representa un grave problema de salud publica, distintas investigaciones han demostrado que el
potencial de contaminacién del humo de tabaco en el domicilio es mas importante que el grado de contaminacion
atmosférica urbana, debido a esto se ha impulsado la bisqueda de biomarcadores que permitan evaluar dicha
exposicion especialmente en poblaciones susceptibles. En este articulo se aborda la evidencia cientifica sobre la
utilidad de los biomarcadores de exposicion y efecto, para suministrar criterios que permitan seleccionar aquellos
que identifiquen el riesgo de exposiciéon al humo de tabaco y valoren los cambios bioquimicos o fisiolégicos
asociados a la misma. Conclusiones: el monitoreo biol6gico ofrece resultados objetivos a través del uso combinado
de biomarcadores de exposicién y efecto, en tanto que se apliquen métodos sensibles para su determinacién que
pongan en evidencia una disminucién de la exposicion, permitiendo una evaluacién real de riesgo que conlleve a la
aplicacion de iniciativas por ambientes libres de humo de tabaco.

Palabras claves: Humo de tabaco, biomarcadores, cotinina, 1-hidroxipireno, tioéteres, aductos.
EXPOSURE AND EFFECT BIOMARKERS TO ENVIRONMENTAL TOBACCO SMOKE

SUMMARY

Smoking is a serious public health problem, different research have shown that the potential for contamination
tobacco smoke at home is more important than the degree of urban air pollution, because this has prompted the
search for biomarkers to evaluate such exposure especially in susceptible populations. In this paper is approached
the scientific evidence on the usefulness of biomarkers of exposure and effect to provide criteria to select those that
identify the risk of exposure to tobacco smoke and appreciate the biochemical or physiological changes associated
with it. Conclusions: The biological monitoring provides objective results through the combined use of biomarkers
of exposure and effect, while sensitive methods for its determination that demonstrate a decrease in exposure
are applied, allow a realistic assessment of risk associated to the implementation of initiatives for environmental

ARTICULO DE REVISION

tobacco smoke free.

Keywords: Environmental tobacco smoke, biomarkers, cotinine, 1-hydroxypyrene, thioethers, adducts.

Introduccion

El habito tabaquico es una de las adicciones mas
extendidas en el mundo, siendo la primera causa de
muerte prevenible (1). A nivel mundial representa un
problema de salud publica, para el afio 2000 se estimd
que el 12 por ciento de las muertes ocurridas ese afo
fue a causa del cigarrillo, y que aproximadamente
la mitad de éstas sucedieron en fumadores en etapa
laboral activa (2). El consumo directo o indirecto de
tabaco y en especial el de cigarrillos, constituye el factor
causal de diferentes tipos de cancer: Pulmon, cavidad
oral, laringe, esofago, vejiga y rifiones (3), ademas de
ser agravante de diversas patologias respiratorias y
metabdlicas (4-12). La magnitud de estos efectos se ha
infravalorado en nifios y adolescentes debido a que el
conocimiento de la prevalencia se basa en cuestionarios
autoadministrados (4).

Solicitar copia a: Aura Palencia (e-mail: adpalencia@uc.edu.ve)

En el afio 2009, la Oficina Nacional Antidrogas (ONA)
de Venezuela realizo a través del Observatorio Nacional
Antidrogas el Estudio Nacional de Drogas en Poblacién
Escolar (ENaDPE) (13) para conocer la magnitud y
caracteristicas del consumo de drogas licitas e ilicitas en
estudiantes de educacion basica, media y diversificada en
ciudades de mas de 20.000 habitantes, con el propdsito
de definir politicas asertivas que alcancen un nivel de
precision acorde con la descripcion de la problematica.
En este informe la prevalencia de vida para el cigarrillo
se ubica en 13,2 % incrementandose la incidencia en el
género masculino. Asimismo se diferencia la prevalencia
de afno (5,4%) y de mes (3,3%). Con respecto a la edad
de inicio del habito se refiere el rango entre 9y 11 afos
de edad.

Segutin el reporte masreciente dela Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) publicado en el afo 2012, para el afio
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2004 en la Republica Bolivariana de Venezuela existia
11% de riesgo atribuible de mortalidad por tabaco en
adultos (3). A partir de marzo del 2011, nuestro pais
se sumo a las iniciativas internacionales de prohibir
la contaminaciéon por el humo de tabaco ambiental
(HTA) en espacios publicos (14), en concordancia
con el articulo 8 de la Ley aprobatoria del convenio
Marco de la OMS para el control del tabaco (15). Sin
embargo, el alcance de esta legislacion es limitada pues
las personas pueden fumar en sus hogares o automoviles
convirtiendo a los nifios en la poblaciéon mas vulnerable
a este contaminante.

Lo antes expuesto, denota la necesidad de establecer la
prevalencia real del tabaquismo activo y pasivo, pues este
conocimiento en la mayoria de los casos se ha obtenido
a través de cuestionarios auto-administrados sobre los
que existe cierta controversia en cuanto a su fiabilidad
(16,17), al presuponer que en muchas ocasiones las
respuestas pueden estar falseadas, llegando a ocultar
o exagerar datos sobre las caracteristicas reales del
héabito comun (18). Este panorama ha impulsado a nivel
mundial diversos estudios destinados a establecer la
condicién de fumador, la exposicion al humo de tabaco
ambiental (HTA) y los efectos de manera objetiva a
través de la medicion de biomarcadores.

Biomarcadores

Segin Arango (19), los biomarcadores son aquellas
alteraciones moleculares, bioquimicas o celulares,
mensurables por métodos bioldgicos, de los distintos
elementos organicos (tejidos, células o fluidos) y que se
pueden utilizar en las investigaciones epidemioldgicas
como indicadores de posibles enfermedades. En el area
de toxicologia, pueden clasificarse en biomarcadores de
exposicion, efecto y susceptibilidad. Los de exposicion,
pueden ser usados para confirmar y evaluar la exposicion
de individuos o poblaciones a una sustancia particular,
proporcionando un vinculo entre la exposicion externa
y la dosis interna; mientras que los de efecto pueden
ser usados para documentar alteraciones preclinicas o
efectos adversos para la salud, suscitados por exposicion
externa y absorcion de un quimico. Ademas el vinculo
de biomarcadores entre efecto y exposicion contribuye
a la definicion de la relacion dosis respuesta. Los de
susceptibilidad pueden dilucidar el grado de respuesta
a la exposicién manifestado por el individuo (3). La
especificidad del marcador bioloégico es una de las
principales caracteristicas a considerar, ademas de
ser facilmente detectable usando métodos analiticos
reproducibles y sensibles (20,21).
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Humo de Tabaco

El humo de tabaco es una mezcla compleja de gases
y particulas que contiene mas de 4.000 sustancias
quimicas formando un aerosol (22), clasificado por la
Agencia de Protecciéon Ambiental Americana como un
carcindgeno tipo A (23). El humo de tabaco ambiental
(HTA) también conocido como humo de segunda mano
(HSM) o humo ajeno, esgenerado por la combustion
de cigarrillos y el humo exhalado por los fumadores,
el cual puede permanecer suspendido en el aire hasta
2 horas y media (24). La concentraciéon de algunos
componentes en el humo de la corriente principal y de la
corriente secundaria varia debido a que en ésta ultima la
combustion se produce con menor presencia de oxigeno
y a menor temperatura lo que genera mayores productos
de desecho, se ha demostrado quela corriente secundaria
es mas nociva por su alto contenido de mondxido de
carbono, nitrosaminas, acroleina, y metales pesados
(cadmio y plomo) (25).

Recientemente se ha introducido el término de humo de
terceramano (HTM), el cual serefiere alos contaminantes
residuales generados por el humo de tabaco que se
adhieren a las superficies y particulas de polvo una
vez que se ha dejado de fumar (26). Dichas superficies
constituyen reservorios permanentes de compuestos
toxicos tales como la nicotina, formaldehido, HAPs,
cresoles, fenoles y nitrosaminas especificas del tabaco.
La exposicion al HTA se origina por la inhalacion del
HSM, mientras que la exposiciéon al HTM implica la
inhalacion, la ingestion y captacion dérmica de estos
contaminantes presentes en las fases particulada y
gaseosa (27). Algunos estudios han sefialado que la piel
es uno de los tejidos mas expuestos al HTA, ya que la
epidermis y sus apéndices cuentan con células madres
que son afectadas por estos contaminantes (28).

Los biomarcadores especificos para exposicion a HTA
sonlanicotinaysus metabolitos, asicomo los metabolitos
de 4-(metilnitrosamino)-1-  (3-piridil)-1-butanona
(NNK), mientras que los inespecificos comprenden
1-hidroxipireno, tiocianatos, carboxihemoglobina (29),
mondxido de Carbono (30), dcidos fenilmercapturico
y transtrans-muconico (31), cabe resaltar que
los inespecificos presentan alta correlaciéon con la
exposicion lo que permite que complementen el
monitoreo bioldgico (32).

Enlatabla 1 se presenta un resumen de estos marcadores
biolégicos y se desarrollardn a continuacién los de
mayor utilidad en estudios clinicos y epidemiologicos.
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Nicotina

Es un alcaloide (amina terciaria) y el principal
compuesto organico semivolatil (SCOVs) del tabaco
(33-34).La absorcion de la nicotina puede llevarse a
cabo en los plexos sublinguales y mucosa bucal, pulmén
y piel. Una vez que atraviesa la membrana alveolo-
capilar llega al cerebro en 10 segundos, representando
esto una de sus propiedades adictivas al unirse a los
receptores colinérgicos nicotinicos (35). Tiene una vida
media de 2 a 3 horas (36), metabolizdndose en higado
principalmente originando diversos metabolitos, tales
como cotinina, trans-3-hidroxi-cotinina, nicotine-N-
glucuronido, cotinine-N-glucuronido, trans-3'-hidroxi-
cotinina-O-glucuronido, nornicotina, norcotinina,
nicotine-N'-oxido, cotinine-N'-oxido (37). Aunque la
nicotina se puede medir en fluidos corporales (saliva,
plasma, orina) (38), y es ideal para establecer el
tabaquismo activo, su corta vida media es una desventaja
prefiriéndose sus metabolitos para la evaluacion de la
exposicion involuntaria al HTA, e incluso se ha referido
que la nicotina en cabello (39) seria mejor indicador
para la exposicion crénica.

Cotinina

Es el principal metabolito no psicoactivo de la nicotina.
Aparece en sangre a los pocos minutos de fumar y posee
una semivida intermedia (16-18 horas) que es mayor
en nifos que en adultos (40). La cotinina persiste en
el organismo unos 4 dias desde que la persona deja de
fumar, considerandose mejor que la propia nicotina
para medir exposicién tanto activa como involuntaria
al tabaco. Es uno de los mejores marcadores y, aunque
generalmente se mide en sangre, por ser los niveles
mas estables, también puede determinarse en orina,
saliva e incluso pelo (41-42).Una desventaja potencial
de los anilisis en suero contra los realizados en orina
es su menor sensibilidad, ya que las concentraciones
de cotinina en orina suelen ser cuatro a seis veces
mayor que en el suero. Sin embargo, como el suero no
requiere ajuste de las diferencias de hidratacion entre
los individuos, proporciona una medicion matricial
mas uniforme que la orina (43). La muestra de sangre es
invasiva, por lo que la medicién de cotinina en orina y
saliva (44-45) representan matrices de eleccion.

La cotinina urinaria se ha determinado mediante
cromatografia liquida de alta resolucién con detector
UV (HPLC-UV) (46-47), cromatografia de gases
acoplada a detector de masas (48), cromatografia gas-
liquido con detector de ionizacién de llama (CGL-FID),
para este método los fumadores activos presentaron
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un rango de 255,4 -1050 ng.mL-1, mientras que los
no fumadores valores entre 15,8 y 38,4 ng.mL-1(49).
Empleando el método de inmunoensayo en fumadores
activos, exfumadores y no fumadores se han reportado
puntos de corte de 500 ng.mL-1,100 ng.mL-1 y
<50 ng.mL-1 respectivamente (50). Asimismo, el indice
Cotinina/Creatinina ha sido utilizado para determinar
la prevalencia del tabaquismo pasivo (47,51), al respecto
se evaluaron 150 nifios (2 a 12 afios) con infecciones del
tracto respiratorio y 150 nifios sanos (grupo control),
seflalando un punto de corte de 30ng.mg-1 creatinina
para establecer la exposicion (52).

1-Hidroxipireno

Es el metabolito urinario del pireno, hidrocarburo
aromatico  policiclico (HAPs) no cancerigeno,
considerado el mejor indicador biolégico de exposicion
a mezclas de estos compuestos (53-55). De gran uso en
el ambito ocupacional (56-57), diversos estudios han
asociado positivamente los niveles de 1-hidroxipireno
con el habito tabaquico (56,58) y particularmente en
nifios expuestos a HSM y HTM por hébitos de padres
y familiares que fuman en el hogar o en los sitios donde
permanecen los niflos (59-61), relacionando igualmente
altos niveles del biomarcador en madres embarazadas
con bajos indicadores biométricos en recién nacidos
(62).

Jongeneelen en el 2001, propuso valores del
biomarcador, hasta 0,24 y 0,76 pmol.mol-1 de creatinina
en no fumadores y fumadores respectivamente en
individuos no expuestos ocupacionalmente (56). Por
otro lado, Wilhelm et al. (63), plantean valores limite
de referencia para exposicion ambiental a HAP en
la poblacion alemana con edades entre 3 y 69 afos:
0,0022 pmol.L-1 (0,157 pmol. mol-1 de creatinina).
Respecto a los métodos para la medicion de 1-OHP,
la separacion cromatografica, previa purificacion de la
muestra en cartuchos de extraccién, ha sido sugerida
como método de eleccién. La cromatografia liquida de
alta eficiencia con detector de fluorescencia, desde que
fue propuesto por Jongeneelen en 1985, ha sido objeto
de numerosas modificaciones relacionadas con cambios
en la en la extraccidn en fase sélida, a fin de concentrar
la muestra y cambios en la fase movil, para acortar el
tiempo de retencion sin alterar la reproducibilidad, alta
sensibilidad y confiabilidad del método.

Tioéteres

Son compuestos excretados por la orina o bilis
como conjugados de glutatiéon y de cisteina, acidos
premercapturicos y mercaptuiricos, siendo su
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TABLA 2. Valores de 1-hidroxipireno y Tioéteres urinarios segun habito tabaquico.

Habito tabaquico Tioéteres 10HP
(mmol SH/molcreatinina) (umol /molcreatinina)
Mediana (rangos) Mediana (rangos)
Si (15) 15,17 (0,98 — 48,92)* 0,48 (0,022-0,60)
No (15) 6,61 (1,09-16,62) 0,32 (0,03-1,53)

U de Mann-Whitney *p < 0,05

determinacion utilizada como biomarcador inespecifico
a la exposicibn a compuestos electrofilicos (64-
65). La determinacion de tioéteres urinarios ha sido
utilizada como un indicador de exposicién a agentes
potencialmente alquilantes, diversos estudios han
senalado la utilidad de este biomarcador como un ensayo
de screening a la exposicion del humo del tabaco (66),
y en consecuencia puede contribuir con el desarrollo de
medidas o programas que aborden el tabaquismo como
problema de salud publica (67-68).

Particularmente en la Unidad de Investigacién en
Toxicologia Molecular de la Universidad de Carabobo se
desarrollan actualmente estudios tendientes a establecer
puntos de corte para tioéteres, cotinina y 1-OHP, a
fin de manejar valores de referencia para la poblacién
venezolana. En este sentido, se ha evaluado la excrecién
de tioéteres urinarios en trabajadores de una institucion
de educacién superior ubicada en el municipio
Naguanagua considerando el habito tabaquico (69),
observandose valores mas elevados en los fumadores,
coincidiendo con los resultados de otros autores (64-
66). Asimismo, en un grupo de 30 trabajadores de
establecimientos de comida del municipio Naguanagua,
con promedio de edad de 37 afios, en su mayoria del
género masculino (86%), se evaluaron los biomarcadores
1-hidroxipireno y tioéteres urinarios. Los resultados se
muestran en la tabla 2.

De este estudio, que estd preparindose para su
publicacién, es importante resaltar que los valores
promedio de cada uno de los biomarcadores estan mas
elevados en los trabajadores que fuman, no obstante,
estas diferencias no tienen significancia estadistica para
el 1-hidroxipireno. Vanio et al. (70), asi como Feng et
al. (71) encontraron elevada excrecién de tioéteres en
individuos con habito tabaquico. Estos autores refieren
que ambos biomarcadores pueden ser utilizados para
diferenciar entre fumadores y personas que han dejado
el habito tabaquico. En este sentido Kawamoto et al.
(55), refieren que el 1-hidroxipireno es un biomarcador

mas sensible para evaluar la exposicion a hidrocarburos
aromaticos policiclicos.

Aductos

Son considerados marcadores de dosis efectiva pues
indican la cantidad de sustancia que actud sobre un sitio
biologico (53), son el resultado de reacciones generadas
a través del metabolismo al interactuar los compuestos
electrofilicos con el acido desoxirribonucleico (ADN),
produciéndose lesiones premutagénicas, que en muchos
casos se fijan y producen mutaciones puntuales,
tales como sustituciones de bases, transiciones
y transversiones. Existen evidencias de que las
nitrosaminas presentes en el HTA son carcinogénicas,
entre ellas se encuentran la N-nitrosonornicotina
(NNN), N-nitrosoanabasina (NAB), N-nitrosoanabatina
(NAT) y 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona
también conocida como nitrosaminoketona (NNK),
esta ultima ha sido asociada con el cancer de pulmén
(72,73) y sus metabolitos pueden determinarse en
orina como indicador de exposiciéon. Asimismo, estas
nitrosaminas son capaces de formar aductos de ADN y
de Hemoglobina que son indicadores especificos de la
dosis interna de dichos xenobidticos (12, 74,75).

Por su parte, los HAPs compuestos electrofilicos
también presentes en el HTA pueden reaccionar con
los sitios nucleofilicos de molécula bioldgicas como
ADN, ARN, Albumina y Hemoglobina, formando
macromoléculas que pueden ser consideradas
precursoras del proceso de carcinogénesis quimica,
tales como Benzo(a)pyrenediolepoxide (76-79). Los
métodos para la medicién de aductos varian desde
RIA, inmunofluorescencia, HPLC acoplada a detector
de fluorescencia, y Cromatografia de Gases acoplada a
detector de masa (CG-MS) resultando éste ultimo de
eleccion por su sensibilidad (74-79).

Conclusiones

Latendenciaanodeclararelstatusdefumadorpareceestar
incrementandose debido a la decreciente aceptabilidad

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2014; Vol 17(1): 27-35.




Palencia y col.

de fumar en la sociedad, esto se hace mds evidente
cuando dicha informacion es destinada a investigaciones
sobre exposicion al humo de tabaco ambiental en la
poblacion infantil, adolescentes y embarazadas, por
tanto es probable que exista un infra-registro de los
datos de prevalencia en estos grupos etarios a nivel
mundial. Aun cuando deben ser tomadas en cuenta las
implicaciones bioéticas relacionadas con la informacién
aportada por estos estudios, la OMS considera que no
hay niveles seguros de exposicion al humo del tabaco
por lo que es necesario e imprescindible disponer de
técnicas analiticas que permitan cuantificarla, pues
en muchos casos la percepcion que tienen los sujetos
de la exposicion no se corresponde con la realidad. El
monitoreo biolégico permite diferenciar fumadores de
no fumadores, asi como expuestos de no expuestos,
segun se confirma a través de los resultados reportados
en numerosas investigaciones a nivel internacional. Cabe
resaltar que la capacidad diagndstica se incrementa con
el uso combinado de los biomarcadores, ya que permite
una definicién mas precisa de la relacion dosis respuesta.
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“Algunas veces pecamos de una PASIVIDAD HOMICIDA, que nos impide actuar de forma adecuada,
segtin los buenos principios, segiin la norma de vida, segtin el deber ser y procuramos y participamos
en darios irreparable, no solo a un ser, como también a la regién geogrdfica que lo envuelve’.
Valmore Rodriguez.

RESUMEN:

Rafael Rangel, naci6 el 25 de abril de 1877 en Betijoque, estado Trujillo y como dato importante, ese mismo dia,
llega el cuerpo del Dr José Maria Vargas al Pantedn Nacional, muy curioso, asi se llamaria el hospital donde Rafael
Rangel se desarrollaria como profesional. Siendo estudiante de Medicina, carrera que no culmina, por estar su vida
enmarcada en una tragedia, la cual se desempefia en un dambito politico-social, pasa a ser el mejor investigador de
principios del siglo XX, destacando ademas la creacién del ambiente del primer laboratorio clinico en Venezuela,
patrén que fue copiado por toda América completa, confiriéndole la denominacién del PADRE DEL BIOANALISIS EN
VENEZUELA, celebrandose cada afio en la fecha que recuerda su nacimiento.

Palabras claves: Rafael Rangel, investigador, padre del Bioanalisis.

LIFE AND WORK OF RAFAEL RANGEL

SUMMARY

Rafael Rangel, was born on April 25th 1877 in Betijoque state Trujillo and a major figure in the day, the body of Dr
José Maria Vargas reaches the national pantheon, very curious as well be called the hospital where Rafael Rangel
develop as a professional. He was a medical student, but due to the tragedy of his life, he did not end medicine.
Rafael Rangel becomes the best researcher of early twentieth century, highlighting the creation of the first clinical
laboratory in Venezuela, a pattern that was copied by all Latin America, all this gave him the name of the FATHER OF
BIONALISIS IN VENEZUELA, celebrated each year the date of his birth.

Keywords: Rafael Rangel, researcher, father of Bionalisis.

Introducciéon

Rafael Rangel, nace en Betijoque, estado Trujillo, el 25
de Abril de 1877, y como dato importante, ese mismo
dia, llega el cuerpo del Dr. José Maria Vargas al panteén
nacional, muy curioso, asi se llamaria el hospital donde
Rafael Rangel se desarrollaria como profesional. Su
Padre: Eusebio Rangel, de profesién comerciante y su
verdadera madre se llamaba Teresa Estrada, esta murid
aparentemente de una eclampsia, cuya suposicion se
hace por la sintomatologia que expresaba la misma mujer
que lo crio y le dio su apellido, Maria Trinidad Jiménez,
quien se casaria con Eusebio y tendrian 3 hijos; Maria,
José Eusebio y José. Maria fallece de Fiebre amarilla
en un momento donde era imposible el diagnostico
de la enfermedad, siendo esto motivo de inspiracion
para Rafael Rangel, su medio hermano, para estudiar
Medicina y especializarse en Microbiologia.

Estudios

Su primaria la realiza en su pueblo natal, Betijoque
y por no existir liceos, debi6é viajar e instalarse en
Maracaibo, hasta finalizar la secundaria, lugar donde

Solicitar copia a: Valmore Rodriguez (e-mail: valmoremicrolab@hotmail.com)

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2014; Vol 17(1): 36-40.

-

”"..*
e
e

a

Rafael Angel Terdn Barroeta. Relatos del Cronista De
Tucutucu, Trujillo. 2009. Disponible en: http://elcronista-
detucutucu.blogspot.com/2009/08/el-sabio-rafael-rangel.

html. [consultado en: abril 2014].

dejo grandes amigos y buenos recuerdos. Hizo lo
imposible por inscribirse en la carrera de Medicina, que
tanto se anunciaba como muy dificil de poder lograr
una plaza, pero su insistencia logro su lugar como
alumno regular de la prestigiosa Universidad Central
de Venezuela, comenzé un 21 de septiembre de 1896 y
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tuvo como profesores destacados a: Luis Razetti, a quien
fuera su gran admirador, y en el transcurso de la lectura
entenderan por que, el Dr. Adolfo Frydesberg a quien
Rangel consideraba como su docente mas académico, el
Dr. José Gregorio Hernandez, quien fuera determinante
en su vida profesional y de forma” muy negativa’, y el
Dr. Santos Dominici, protector por excelencia de Rangel.

Al segundo afio de la carrera, el bachiller Rangel
abandona sus estudios, muchas incdégnitas aun
pareciera que hay al respecto, se escriben muchas cosas,
una segura Tuberculosis, para la que debié hacer una
cuarentena en Betijoque. Pues no realmente fue un
acontecimiento politico que desencadeno una serie de
hechos determinantes en la vida de este joven hombre,
al cual le debemos nuestra carrera del Bioanalisis.

Pero antes de abandonar sus estudios, dejo
grande avances a la ciencia médica, con tan solo
2 afnos de carrera, basto para abrir en la mente
de este joven estudiante, la curiosidad acertada y
hacer conclusiones importantes, que se podria decir en
plena actuacion medico-investigativa. Y destacamos las
mads importantes:

o 6deNoviembre de 1891, comienza a trabajar en la
1° catedra de Bacteriologia de América, fundada
por el Dr. José Gregorio Hernandez.

o 1899, preparaduria de Fisiologia.

Publicaciones importantes:

1. 1901. Estudios sobre el SNC.

2. Corpusculos de Nissl.

3. Estudios sobre Anemias.

4. Dirige 16 tesis en Medicina (Epidemiologia-
Medicina Experimental).

5. Describe por vez primera el Aedes aegypti y el
Culex pipiens, vectores del virus de la FIEBRE
AMARILLA.

6. Determina microbioldgicamente: Anquilostomiasis,
Paludismo, Bilharzia.

7. Anemias de los mineros, por deficiencia de hierro.

8. Anquilostoma duodenalis, fue descubierto por
Rangel, pero su inocencia le impidi6 la publicacion
de lo que habia visto, sus dibujos expresaban
perfectamente lo que después el investigador
norteamericano decreto como el Necator
americanus, inocencia y humildad de Rangel.

9. Realizo estudios sobre la Peste Boba o derrengadera,
producida por el Tripanozoma equinun.

10. Diagnostica el GRITO DE LAS CABRAS o FIEBRE
DE TEXAS, su etiologia, la Babesia bigemina, en el
matadero de Caracas.

Vida y obra de Rafael Rangel (1877-1909)

Entonces, podriamos decir que trabajando  en
condiciones precarias pero de forma perfecta, una
hazafa, digno de seguir, llama mucho la atencion
la fijaciéon de ciertos puntos importantes dentro de
la epidemiologia, a ser resueltos por lo que muchos
llamaban, UN SIMPLE BACHILLER, sin contar los
alcances futuros que llevaron estos estudios.

Con el afan de la creacién del laboratorio, Rangel,
quien permanece la mayor parte de su tiempo en él, se
contamina de Tuberculosis, es tratado adecuadamente
y mientras cumplia su cuarentena, decide abandonar la
carrera de medicina y dedicarse al laboratorio clinico y
su adecuado desarrollo.

Acontecimiento Politico

Yaparaelafio 1899, estaba Cipriano Castro, comandando
el pais, un militar, de buenas ideas y las que no tenia,
consultaba, para lograr un beneficio para el pais,
proporcionaba lo necesario para invertir en el pais en
novedades, de hecho se le conoce como “El Restaurador
de Venezuela’, a quien le debe tanto la ciencia, y sobre
esto, cabe destacar que por sugerencia del Dr. Santos
Dominici, se funda en el afio 1901, el primer laboratorio
clinico de Venezuela, en el hospital Vargas de Caracas,
bajo la tutela del Bachiller Rangel, donde el presidente
Castro, se comunica de forma breve con Rangel y le dice:
“usted tiene la tarea de equiparlo y organizarlo...”

Alli no solo Rangel, actia como analista clinico, también
lo hace como docente para la escuela de medicina y hace
investigacion.

Rangel era un profesor diferente para la época,
utilizaba una metodologia propia que llevaba al mayor
entendimiento de situaciones inimaginables para
los que no podian ver de forma clara el fundamento
de las pruebas de laboratorio que se realizaban, esto
provocaba cierta presion en los estudiantes y Rangel
para tranquilizarlos les decia:

“Veréis que esos métodos no son tan complicados, ni tan
dificiles como se quiere suponer, veréis que los mas utiles
son sencillisimos, lo que se necesita es que los apliquéis
vosotros mismos y a ellos debéis habituaros como lo hacéis
para el examen clinico del enfermo”.

Aqui Rangel destacaba los siguientes aspectos:
ESTIMULO.

ESPERANZA.

ETICA.

Control de calidad interno.

Donde si los tomamos en cuenta y los agrupamos,
entrariamos en razéon que Rangel hace creacion de
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la carrera del Bioandlisis, sin darse cuenta el mismo
inclusive. Cabe destacar que Rangel crea nuestra carrera
no solo en Venezuela, sino mds bien en América entera,
situacion que fue copiada por otros paises en el paso
del tiempo. Crea un profesional con una formaciéon que
permitiria abarcar para la época, diferentes rubros del
laboratorio clinico, siendo adn en la actualidad, los mds
importantes, por la frecuencia de sus practica, como, lo
son la Microbiologia, la Hematologia, la Bioquimica y la
Inmunologia.

Habia un discipulo, Espino,
perfectamente en una frase:

que lo describia

“De amable severidad y fecundo aislamiento”

“Modestia exagerada que lo llevaba a subestimarse”

Aspectos Personales

Podriamos destacar:

« Muy reservado.

o No se mezclaba con sus companeros.

« Pobrisimo? Pues no era muy pobre, solo que por
ser hijo solamente de Eusebio, no queria aceptar
la ayuda que segin Rangel no le pertenecia,
el decia que era de sus hermanos y no queria
incomodar, incluso, llego al extremo de dormir
en una puerta de madera sostenida por sacos de
cemento, cuidado del bedel Lira.

o Timido? No como se piensa, tenia gusto por el
baile, y se inscribié en la escuela de baile de la
universidad y bailaba con una escoba para no
tropezar con los pies de las damas.

o Amable.

« Cordial.

o Comprensivo

Se uni6 a Ana Luisa Romero, quien contaba con 17
aflos para el momento y tuvieron dos hijos: Ezequiel y
Consuelo

Comienzo de la tragedia

En el afio 1907 Muere Consuelo, su hija, de Paludismo,
Rangel participo en el diagnostico, eso lo entristecio
muchisimo y para comienzos del 1908 se encuentra con
el Preludio de la PESTE BUBONICA, enfermedad que
azotaba desde hace meses a Europa, sobre todo a Italia y
Francia, donde ya muchos muertas habia por este mal.

Los Hechos

A la Guaira arriba una embarcaciéon procedente
de Europa y llega una informaciéon via telegrama de
muchas muertes ocurridas en la embarcacion, ya se
sospechaba de la posibilidad de Peste Bubonica, donde
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el Dr. Rosendo GOomez Peraza, hace el examen fisico
de los pacientes, anunciado de forma de alerta la alta
posibilidad de tratarse de la enfermedad y Rangel es
llamado para hacer el diagndstico microbiolégico y
solucionar el problema, y este ultimo, decide tomar
muestras de pus de los bubones, para la realizacion de
frotis, inoculacion en animales y siembre en cultivos.

Anuncia de un bacilo gran negativo, el cual no crece en
agar sangre, y por la presion para el momento Rangel
da una “mala informacion” al presidente Castro:
Sr. presidente, no hay peste bubodnica en Venezuela, era
la informacion que todo el pais queria escuchar, el temor
era extremo, tanto asi que el Diario el Constitucional
escribe: Rangel es llamado HEROE del momento.
Siempre de forma histérica sucede esto en relacion a las
enfermedades infecciosas.

Pero Rangel, no se conformé y dejé las placas mas
tiempo y a temperatura ambiente, no las descarto y dias
mas tarde, la sorpresa, la aparicion de unas colonias
de un bacilo gram negativo que corresponderia segtiin
confirmacion de los centros de Microbiologia de Europa
del patégeno Yersinia pestis, de tal manera que nuestro
Rafael Rangel, aisla por vez primera el agente etiologico
de la epidemia fatal mds importante de la época, que
comenzaba en el viejo continente. Lo importante del
punto de vista cientifico es el hecho que la Yersinia
pestis, como todas las Yersinias sp, crecen de forma
optima a temperatura ambiente, aspecto que todos los
microbidlogos adoptamos en el momento de querer
investigarlas, por supuesto, esto optimiza su estudio y
acelera el diagndstico para mejor solucién del problema
existente.

Entonces, dias mas tarde Rangel anuncia al presidente
Castro. CON MUCHA DISCRECION, LAMENTO
DECIRLE QUE HAY PESTE BUBONICA EN EL
PAIS...
Rangel esta ahora a la cabecera de la lucha, tenia que
tomar decisiones y lo hizo tomando en cuenta aspectos
epidemioldgicos, estas acciones fueron las siguientes:

o Vacunar con sueros profilacticos.

+ Desinfeccion de los cuartos de los enfermos.

+ Quemar la ropa y casas de enfermos.

« Extirpaciéon de ganglios como medida curativa.

« Castro por sugerencia de Rangel, cierra el puerto

de la Guaira.

Rafael Rangel, procur6é la FINALIZACION DE LA
PESTE, esto hizo que Castro, sintiera gran admiracién
por este cientifico, que le dié acciones equivalentes al
ministro de salud, responsabilizé a Rangel de la salud
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del venezolano, entonces, porque algunos cientificos
dicen que la practica del Bioanalisis es para clinica? En lo
absoluto, en el laboratorio clinico se hace el diagndstico
de muchas enfermedades, y ese diagndstico es propio y
unico del laboratorio clinico.

Debido a esta situacidn, nacié ademas una amistad
muy especial entre Rangel y Castro, que se caracterizé
por la admiracion, el respeto y la confianza, al mismo
tiempo nace el mal pensamiento del Dr. José Gregorio
Hernandez, sobre el bachiller Rangel, como el mismo
lo llamaba, realmente nunca acepto que el intelecto
de Rangel, sobrepasara los limites al de su inadecuado
docente.

Pero destacando lo positivo, la buena voluntad,
profundizando sobre la naciente amistad de Rangel y
Castro que se puede evidenciar en sus telegramas del
afo 1908, y tomados textualmente expresan lo siguiente
algunos de ellos:

“No tengo palabras para manifestar al Restaurador

de Venezuela, toda mi gratitud, por la alta confianza
depositada en mi durante estos tiempos de lucha contra la
epidemia que nos azota, por mi parte tengo que confesarle,
no he tenido otro lema que Castro, sus palabras han
fortalecido mi espiritu, no acostumbrado a estas luchas
y sus ensefianzas me servirdn de poderoso recurso en el
porvenir”.
“El demasiado fanatismo que profeso por ud., no solo
desde ahora sino desde hace muchos afios, ha sido causa
para que yo no oyera otra voz que la suya, no atenderia
otro objeto que el cumplimiento de sus ordenes y la
destruccion del mal”

“Habia intentado ir a Caracas a hablar con ud,
personalmente, pero me abstuve por razones de profilaxis”

“Suplicole, general que guie mis pasos en este asunto, con
la entera confianza que soy un amigo leal y desinteresado
de ud”

En estos telegramas, Rangel firma su amigo o su adicto
amigo.

Cipriano Castro, se enferma ese mismo ano de una
insuficiencia renal y viaja a Madrid y Paris, para
ser tratado, encargando a su compadre y amigo la
presidencia de la republica, el General Juan Vicente
Gomez, el cual de forma traicionera se apodera del
cargo y establece una dictadura que duro casi 26 afos.

Ataque a Rangel

En estos momentos, cambia la situacion politica del pais,
que influye de manera negativa sobre la vida de Rafael
Rangel, Castro exilado y el Dr. José Gregorio Hernandez,
se convierte en aliado de J.V. Gémez, procurando el
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Dr. Hernandez, la eliminacion de todos los beneficios
dados a Rangel, no solo en la organizacion del estado
de salud del venezolano, sino también en los estudios
futuros que este pretendia hacer en Paris, en el instituto
Pasteur, la beca asignada a Rangel, fue eliminada,
situacion realmente repetible de forma lamentable en
la actualidad entre autoridades de la salud, pareciera
que la querencia de procurar el bien, produce escozor
sobre ciertas personas, que algunas veces logran
interrumpir buenas acciones, estableciéndose una
lucha entre poderes, EL DEL CONOCIMIENTO
Y LA RAZON, EN CONTRA AL POLITICO
INTERESADO EN OCULTAR SITUACIONES QUE SI
SE SOLUCIONARIAN SERIA DE ALTO BENEFICIO
AL PAIS.

Todo esto perturbo la vida de Rafael Rangel y el buen
funcionamiento del laboratorio, creando en el estados
de 4nimos anormales, donde ademds de ser excluido en
esta nueva época socio-politica de Venezuela por ser de
tez morena, se llega a un extremo de la perturbacion y
el cuerpo de Rafael Rangel comandado por una mente
enferma, toma la decision de suicidarse con Cianuro
de Potasio, después de una clase de Micologia a los
estudiantes de medicina, el 20 de Agosto de 1909.

Enlos corredores del hospital Vargas, se oye un alto grito
de dolor, aparentemente: Toledo Trujillo, José Angel
Rivas, Salmerén Olivares y Domingo Luciani, corren y
encuentran el cuerpo tendido de Rangel, todavia con su
bata puesta, con el brazo doblado hacia su cuerpo.

Existen controversias en la investigacion de quien lo
asiste, se ha escrito sobre Domingo Luciani, quien segin
la fecha estaria en Paris, intentando hacer estudios de
medicina, como muchos jévenes, que emigraron a otros
paises en tiempos de dictadura, donde la posibilidad
del estudio y el desarrollo profesional se ven limitados y
aparentemente es Luis Razetti, quien pregunta a Rangel,
que has tomado? Este le dice CIANURO DE POTASIO,
y la inevitable muerte fue inmediata.

Es valido destacar, que el Dr. Razetti, siempre vio en
Rangel, un potencial muy alto, siempre hacia sobre el
comentarios extraordinarios que lo exaltaban y estaba
ademas muy pendiente de la situacién que lo envolvia,
El Dr. Luis Razetti, veia que la aplicacion de la practica
médica debia tomar un cambio, y a su vez copiar
modelos ya existentes en Europa y los Estados Unidos, y
en eso se dedicd, procurando alcances maravillosos que
le conllevaron a llamarlo EL MODERNIZADOR DE LA
MEDICINA VENEZOLANA.

“Asi acaba la vida del mejor investigador y tal vez inico
de principios del siglo XX”, s olo con sus ideas basadas en
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estudios anteriores, logré adaptar la investigacion a las
necesidades de la Venezuela de la época, que de forma
EXTRAORDINARIA, son aplicadas en la actualidad,
entonces me pregunto: Que tenia este joven hombre,
que su intelecto sobrepasaba los limites de ese tiempo?
Como logré Rangel, ser tan proyectista de forma
positiva para la practica médica, sin llegar culminar sus
estudios?

Analisis

El suicidio de Rangel, nos obliga a reflexionar, ya que su
vida se marca en un sello de tragedia.

o La relacion entre la sociedad venezolana y el
hombre de ciencia.

o Sobre el efecto de la politica, cuando se inmiscuye
en los que hacen investigacion.

o Sobre los obsticulos que la investigacion,
encontrados entre nosotros, “ALGUNOS DE LOS
CUALES HEMOS HEREDADO”.

En el sepelio: como pareciera costumbre de nuestra
cultura venezolana, los comentarios no faltaron,
muchos a destiempo, pero si muy acertados, algunas
veces pecamos de una PASIVIDAD HOMICIDA, que
nos impide actuar de forma adecuada, segiin los buenos
principios, segun la norma de vida, segtn el deber ser
y procuramos y participamos en dafios irreparable, no
solo a un ser, como también a la region geografica que
lo envuelve:

« Era amado de sus maestros y de sus compaieros
y la sociedad lo respetaba porque su conducta le
hizo acreedor del respeto social.

o EL UNIVERSAL: Razetti: Lo vi subir hasta
obtener el aplauso de los mas altos.

“El suicidio de un ser excepcional como Rafael Rangel,
causa escandalo y provoca en la sociedad un complejo de
culpabilidad”

“Los que viven alejados de los centros cientificos y sin
informacion, no tienen derecho con asegurar cuando
tratamos un asunto que estd al corriente de los ultimos
acontecimientos”

Como siempre comento entre mis familiares vy
amigos importantes, CADA QUIEN SE MANEJA DE
ACUERDO A LA INFORMACION QUE TIENE,
Y SI ESA INFORMACION ES INADECUADA, EL
PRODUCTO DE SU USO ES NEFASTA.

El suicidio de Rangel, puede interpretarse también,
como un “castigo inconsciente” contra una sociedad que
segun ¢él, lo perseguia.

Homenaje

Sus restos descansan en el pantedn nacional y el
INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE, lleva su
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nombre, segiin decreto n° 2104 del 29 de Marzo de 1977.
Gaceta oficial n° 31211 por el presidente Carlos Andrés
Pérez.

Seria importante averiguar, donde descansan los
restos de todas aquellas personas que participaron
en la destruccion mental del investigador mds
importante de Venezuela, que participaron ademds
en el no aprovechamiento de este ser maravilloso, que
seguramente el diamante que nos dejo brillaria mas sin
duda, pero no selo permitieron, pero igual loamamos, lo
consideramos, lo respetamos y lo exaltamos llamandolo,
EL PADRE DEL BIOANALISIS.

Quiero terminar mi escrito con una frase del Dr. Marcel
Roche, muy acertada ademas en estos tiempos, que dice
lo siguiente:

“Definitivamente el pais debe ser orientado por
pensadores, cientificos, creadores en general, sin
consideraciéon de su origen, de la fortuna y otras
circunstancias externas y accidentales. Rangel y los
hombres como ¢él, constituyen la verdadera élite”
Muchas gracias por leer sobre un ser que realmente
admiro y a quién le debo mi accién profesional,
considero que no esta muerto, por lo menos en mi esta
vivo y por siempre.

AGRADECIDO DE DIOS POR SER

BIOANALISTA, FELICIDADES A MIS COLEGAS
DE BUENA VOLUNTAD, MIS RESPETOS Y
CONSIDERACIONES...

Referencias

«  Roche, M. Rafael Rangel: ciencia politica en la Venezuela
de principios de siglo. Caracas: Monte Avila Editores;
1976.

o Beaujon, Oscar. Rafael Rangel en el Pante6n Nacional.
Caracas: Academia Nacional de Medicina; 1979.Rafael
Rangel: Un sabio que perdi6 Venezuela.

o Meéndez Ledn, Sixto. Rafael Rangel: Un sabio que perdi6
Venezuela. Trujillo,: Publicaciones de la Direccién de
Educacidn, 1959.

o Archila R. Formacién universitaria de Rafael Rangel.
Gaceta Médica de Caracas, 1959.

o Espino JM. Aspectos humanos de Rafael Rangel. Gaceta
Meédica de Caracas, 1959.

o Beaujon, Oscar. Rafael Rangel en el Hospital Vargas.
Gaceta Médica de Caracas LXVIII N° 7-9 julio-
septiembre; 1959.

« CARDOZO, M. Reivindicacién dela irresponsabilidad en
Rafael Rangel por su suicidio. Caracas; 1957 (Conferencia
pronunciada el 20 de agosto). Folleto impreso.

« Rangel R. La Ankilostomiasis en Venezuela. Rev Inst Hig
“Rafael Rangel” 2006;37:29-31.

o Beaujon, Oscar. Vigencia de Rafael Rangel. Conferencia
dictada por el Dr. Oscar Beaujon en el Teatro de la
Biblioteca Nacional. Caracas, 25 de Abril de 1962,
para celebrar el nacimiento de Rafael Rangel. Caracas:

Editorial Grafos, 1962.




INFORMACION PARA LOS AUTORES

BIOANALISTAS

<]
2
m
4]
s
5
<
™

A EZOLANA DE

INFORMACION PARA LOS AUTORES

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas
Especialistas, publica articulos originales, revisiones, cartas
al editor y comunicaciones breves relacionadas con biologia
humana, bioandlisis y dreas afines, que contribuyan al avance
de la investigacion y difusion cientifica.

Envio del Trabajo

El autor debe enviar un original del articulo, con una carta de
presentacion firmada por todos los autores como constancia
escrita que han contribuido en el disefio, ejecucion, analisis e
interpretacion delos datos, redaccién del articuloy, enla revision
critica del contenido del articulo original a ser publicado. Debe
dejar constancia que el trabajo no ha sido publicado ni enviado
a otra revista. También indicar el orden de los autores y el autor
de correspondencia con su direcciéon y correo electrénico.
Los autores cuando presentan el manuscrito, deben revelar
todas las entidades financieras y las relaciones personales que
puedan haber influido en el trabajo, es decir deben declarar
explicitamente si existen o no conflicto de intereses.

La revista utiliza en forma preferencial el sistema electrdnico,
por lo tanto debe acompanar el envio de un CD, en “Word for
Windows®”, en cuya etiqueta se indique el nombre del autor
principal.

Sistema de Arbitraje

Todos los articulos originales pasan por un proceso de arbitraje
externo, realizado por tres arbitros con experticia en el tema
especifico. Las revisiones igualmente son evaluadas por
especialistas. La decision se tomara de acuerdo a la opinién de
los arbitros aprobada por el Comité Editorial. La autoria del
articulo y el arbitraje, son del dominio exclusivo del Comité
Editorial. Los autores recibiranla opiniéon de los drbitros
con las recomendaciones por parte del Comité en cuanto a
modificaciones de forma y redaccion. Las respuestas deben
enviarse en un lapso prudencial, con una carta donde el autor
senale las modificaciones realizadas y argumente aquellas que
no considera adecuadas.

Normas Editoriales

Todas las partes del manuscrito deben estar escritas a doble
espacio. Cada seccion comenzara en pagina nueva, todas
numeradas, con la siguiente secuencia: pagina del titulo,
nombre completo de los autores (sin titulos profesionales),
direccion de la(s) institucion(es) donde fue realizado, y sefialar
con numeros consecutivos la que corresponde a cada autor.

Los articulos originales deben guardar la siguiente estructura:

Titulo en espafiol e inglés (corto, no mas de 15 palabras, 75
caracteres), Titulillo en espafiol Resumen y Palabras Clave
en espaiol e inglés), Introduccién, Metodologia, Resultados,
Discusion, Agradecimientos, Referencias. Cuadros e
Ilustraciones. Cada seccién debe comenzar en hoja aparte, asi
como también los cuadros e Ilustraciones con sus respectivos
pies o epigrafe.

Resumen debe establecer los objetivos del estudio, los
procedimientos basicos (seleccién, métodos de observacion
y analisis) los hallazgos mds importantes, proporcionar datos
especificos y, significacion estadistica y las conclusiones
principales sobre la base de los resultados del estudio.

No debe contener referencias ni siglas que no estén identificadas.
El limite maximo son 250 palabras y no debe ser estructurado.

Al final del resumen deben estar 3 a 10 palabras clave, que
incluyan descriptores en inglés, de la lista del “Medical Subject
Headings (MeSH) y en espailol de la lista de “descriptores en
Ciencias de la Salud” (DECS).

Introduccién expresa el proposito del articulo, los antecedentes
internacionales y nacionales, mediante referencias actualizadas.
En el ultimoparrafo de la introduccion debe aparecer en forma
clara y precisa el objetivo del estudio.

Metodologia describa claramente como se eleccionaron los
sujetos que participaron en el estudio, edad, sexo y otras
caracteristicas importantes. En los manuscritos de revision
se incluird una seccion en la que se describan los métodos
utilizados para localizar, seleccionar o extraer los datos.

Los estudios con humanos deben dejar constancia escrita de
la aprobacién por parte del Comité de Etica de la instituciéon
donde se realiz6 la investigacion, asi como el consentimiento
de los individuos que participaron vy, evitar en todo momento
que puedan ser identificados, tener especial cuidado con las
fotografias. Cuando se trate de experimentos con animales,
mencione si se cumplieron las normas de la institucion acerca
del cuidado y uso de animales en el laboratorio.

Describa los métodos estadisticos con detalle suficiente para
que puedan verificarse los resultados. Defina los términos, las
abreviaturas y los simbolos estadisticos. Cuando sea posible,
cuantifique los resultados y preséntelos con indicadores
apropiados de medicion de error o incertidumbre (como
intervalos de confianza).

Resultados. Presente los resultados en el texto, cuadros,
ilustraciones y figuras en una secuencia logica. No repita en el
texto la informacién que contienen los cuadros y figuras, solo
destaque lo mas importante. Utilice en esta seccion el tiempo
pretérito.

Discusion. Destaque los aspectos nuevos e importantes del
estudio y las conclusiones que se derivan de los resultados.
Cuidese de no repetir la informacién ya presentada en las
secciones anteriores. Relacione las observaciones con la de
otros estudios internacionales y nacionales, incorporando en la
discusion el andlisis de las referencias bibliograficas actualizada
relacionadas con el estudio. Establezca el nexo entre las
conclusiones y los objetivos del estudio, y cierre la discusién con
la conclusién mas importante del estudio o con la propuesta de
nuevas hipdtesis, cuandoestén justificadas.

Las Revisiones pueden ser solicitadas por el Editor
preferentemente a especialistas sobre un tema de importancia
cientifica en la actualidad, pero también se aceptan revisiones
de autores, las cuales seguiran el proceso de arbitraje externo
En la revista también se publican reportes cortos de hallazgos
de interés para el ambito de la revista, asi como casos clinicos
cuya ocurrencia sea un verdadero hallazgo.

Las cartas al editor, por lo general estan referidos a comentarios
de articulos recientes publicados en la revista y su extension no
debe ser mayor a dos paginas.

Cuadros. Cada cuadro debe escribirse a doble espacio, sin lineas
verticales ni horizontales internas y en hoja aparte. Numérelos
consecutivamente con numeros arabigos y asigne un titulo
breve en minuscula. Cada columna llevara un encabezamiento
corto o abreviado. En las notas al pie se explicaran todas las
abreviaturas no usuales empleadas en el cuadro. Si incluye datos
publicados o inéditos o de otra fuente, obtenga la autorizacion
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para reproducirlos y conceda el reconocimiento al autor. No
incluya més de 5 cuadros, maximo de 5 columnas y 8 filas.

Ilustraciones (Figuras) Las figuras deben estar dibujadas en
forma profesional (archivos electronicos de las figuras en
formato JPEG o GIF). Se numeran en forma consecutiva con
nimeros arabigos. Las fotografias deben ser en blanco y negro,
con buen contraste, en papel satinado con las siguientes medidas
127x173 mm, sin exceder 203x 254 mm. Ubicar una por pagina,
titulo breve y una leyenda que facilite la comprensién del
contenido.

Agradecimientos Aparecen al final del texto, alli se incluyen
las colaboraciones que deben ser reconocidos pero que no
justifican la autoria, ayuda técnica, apoyo financiero y material
y las relaciones que puedan suscitar conflicto de intereses.

Referencias .Las referencias bibliograficas dan el soporte
cientificoal estudio realizado, por lo tanto deben ser recientes,
preferiblemente de los ultimos cinco afos. Las referencias
internacionales y nacionales constituyen antecedentes del
estudio que se estd publicando, de esta manera, también
reconocemos la labor de los investigadores venezolanos que
han aportado al tema en estudio. Numere las referencias
consecutivamente siguiendo el orden como se mencionan por
primera vez en el texto. Cite cuidadosamente en el texto, cuadros
y figuras todas las referencias con un nimero entre paréntesis.
Cuide que la escritura reproduzca fielmente el articulo original
y vigile la escritura en inglés, para evitar cometer errores al
transcribir la informacion.

Las referencias bibliograficas en Acta Cientifica de la Sociedad
Venezolana de Bioanalistas Especialistas, siguen el estilo de
las normas de Vancouver. (http://www.icmje.org.). Abrevie los
titulos de las revistas de acuerdo con el estilo del Index Medicus
y consulte la lista de revistas indizadas en (http://www.nlm.nih.
gov). No se aceptan como referencias resimenes. Los articulos
aceptados pero que todavia no se han publicado, se indican
como ‘en prensa’, con la informacién de la revista donde fue
aceptado.

Ejemplos de referencias:

Articulos de revista

Enumere los primeros seis autores y afiada la expresion “et al”
1. Articulo de revista ordinario

Bremer AA, Byrd RS, Auinger P. Racial trends in sugar
sweetened beverage consumption among US adolescents: 1988-
2004. Int ] Adolesc Med Health 2011; 23(3):279-86.

Libros
2. Individuos como autor:

Casademunt J. Sobrepeso y obesidad infantil. Barcelona:
Editorial Océano; 2005.

3. Editores como autor:

Aleman M, Bernabeu-Mestre B, editores. Bioética y Nutricion.
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gov/bsd/uniform_requirements.html. Para cualquier otro tipo
de informacién se sugiere consultar: Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and
Editing for Biomedical Publication Updated April 2010. http://
www.icmje.org.

Antes de enviar el articulo, revise cuidadosamente las
instrucciones a los autores y verifique si el articulo cumple
con los requisitos editoriales de la revista Acta Cientifica de la
Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas.

Articulo de revision:

El articulo de revision facilita la actualizacion y revision de
un aspecto cientifico, realizado por especialistas en el tema:
ofrece al lector interesado una informacién condensada sobre
un tema, realiza interpretaciones y adelanta explicaciones en
topicos especificos relacionados al drea del Bioanalisis.

El numero méximo de autores es cuatro. El articulo requiere de,
al menos, 40 referencias con prioridad de los tltimos cinco (5)
afios. En caso de que esto no sea posible, deben especificarse las
razones (tdpicos muy poco frecuentes o muy poco investigados
previamente). El texto debera expresar con claridad las ideas a
ser desarrolladas, y tratara de transmitir un mensaje util para la
comprension del tema central del articulo de revisién.

Las secciones basicas del articulo de revision son: pagina
inicial, resumen, (en espafiol y en inglés), introduccion, texto,
referencias bibliograficas. El cuerpo de las revisiones es libre,
aunque es conveniente subdividirlo en secciones.

El autor o los autores de un articulo de revision deben plasmar
su interpretacion critica de los resultados de la revisién
bibliografica con claridad y precision, y dejar siempre la
inquietud sobre aquellos tdpicos del tema que requieren una
mayor o mas profunda investigaciéon. La extensién de los
articulos de revision no debe ser mayor de 6000 palabras,
excluyendo las referencias.
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