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EDITORIAL

Empezamos este afio 2018 con entusiasmo invitando a todos los profesionales del area de salud a
enviar sus articulos cientificos para nutrir tan prestigiosa revista. Es para nosotros un privilegio
seguir contando con esta importante revista cientifica de transcendencia nacional e internacional
que retne articulos de gran interés para el Bioanalista y para los profesionales del drea dela salud. La
Revista Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas es una publicacién
periddica de gran significado e importancia en la difusién de la productividad cientifica de los
profesionales del Bioanalisis de todo el pais.

En este nuevo volumen iniciamos la revista con un interesante trabajo en el que se valora el
desempeno de los laboratorios clinicos del Distrito Metropolitano de Caracas, en el informe de
resultados del uroanalisis de acuerdo con los requisitos y recomendaciones internacionales de la
ISO, CLSI y ECLM. Seguimos con un interesante articulo en €l que se evalua la posible relacion
entre las alteraciones tiroideas y los desordenes metabdlicos de la glucosa y obesidad en nifos
prepuberes.

Continuamos este numero presentando un caso clinico de un paciente con una lesién de aspecto
tumoral en el pulmoén izquierdo, estableciéndose diagndstico presuntivo por anatomia patolédgica
de micosis pulmonar y definitivo por cultivo micolégico para el complejo Scedosporium
apiospermum, el cual respondio satisfactoriamente al tratamiento.

Finalizamos este volumen con una actualizacion sobre las categorias generales de las proteasas
de interés clinico y biotecnoldgico, asi como las estrategias utilizadas actualmente para su
caracterizacidn.

La Revista de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas, contintia trabajando para
llevarles a sus lectores articulos de gran interés y rigurosidad cientifica, a pesar de las dificultades
econdmicas que atraviesa el pais, porque creemos en Venezuela.

Nuestros mas cordiales saludos y afectos.

Dra. Maria Fatima Garcés
Editora.
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ARTICULO DE INVESTIGACION

DESEMPENO DE LOS LABORATORIOS CLINICOS DEL DISTRITO METROPOLITANO
DE CARACAS, EN EL INFORME DE RESULTADOS DEL UROANALISIS DE ACUERDO
CON LOS REQUSITOS DE LA ISO, CLSI Y ECLM

Celsy Hernandez', Patricia Blanco', Antonieta Cammarano’, M? Fitima Garcés', Jonattan Ramos®.
'Laboratorio de Investigaciones Bésicas y Aplicadas, Escuela de Bioanilisis, Facultad de Medicina, Universidad Central de Venezuela.
*Escuela de Estadistica. Universidad Central de Venezuela.

Recibido para publicacion 17 abril 2018. Aceptado 30 abril 2018.

RESUMEN:

Introduccién: En la actualidad, a pesar de los grandes avances en el conocimiento de la calidad en el laboratorio clinico
y que las normas de la ISO, del Instituto de Estandarizacién Clinica y del Laboratorio (CLSI) y de la Confederaciéon
Europea de Laboratorios Médicos (ECLM); establecen los requisitos para la estandarizacion y el aseguramiento de la
calidad en el andlisis simple de orina, el uroanalisis y su informe de resultados contintian rezagados en materia de
calidad, con respecto al resto de las areas en los servicios del laboratorio clinico. Es por ello, que en el presente trabajo
se propuso determinar el desempeiio de los laboratorios clinicos del Distrito Metropolitano de Caracas, en el informe
de resultados del uroanalisis de acuerdo con los requisitos de la “Norma FONDONORMA-ISO 15189. Laboratorios
clinicos. Requisitos particulares para la calidad y la competencia”, y las recomendaciones internacionales “Urinalysis
and Collection, Transportation, and Preservation of Urine Specimens” de la CLSI y “European Urinalysis Guidelines” de
la ECLM. Objetivo: Determinar el desempefio de los laboratorios clinicos del Distrito Metropolitano de Caracas, en
el informe de resultados del uroanalisis de acuerdo con los requisitos y recomendaciones internacionales de la ISO,
CLSI y ECLM. Materiales y métodos: La investigacion estuvo limitada a una muestra probabilistica y representativa
correspondiente al 25% de los laboratorios clinicos registrados en el Distrito Metropolitano de Caracas. La muestra
correspondio a 40 laboratorios clinicos del sector publico (17%) y privado (83%), quienes suministraron 10 informes
de resultados del uroanalisis con valores anormales para cada uno de los parametros evaluados en el examen simple de
orina. En cada informe se evalu6 el correcto reporte de 27 datos e informaciones del preanalisis, 30 del analisis y 8 del
postanalisis, para un total de 65 datos e informaciones evaluados. Los datos e informaciones correctamente reportados
recibieron “1” punto mientras que los incorrectamente reportados recibieron “0” puntos. El nivel de desempefio se
definié como “Insatisfactorio” igual o menor de 32 puntos (< 50% datos informados correctamente), “Cuestionable”:
entre 33 y 54 puntos (= 51% y <84% datos informados correctamente), “Satisfactorio”: igual o mayor a 55 puntos (285
y 100% datos informados correctamente). Resultados y discusion: De los 40 laboratorios clinicos participantes, 95%
obtuvo un desempefio insatisfactorio y 5% un desempefio cuestionable, en relacién al grado de cumplimiento de los
65 requisitos del informe de resultados del uroandlisis evaluados de acuerdo con las normas y recomendaciones de la
ISO, CLSI y ECLM. Conclusiones: Este estudio determin6 un desempefio insatisfactorio en el 95% de los laboratorios
clinicos participantes, en relacién al cumplimiento de 65 requisitos de preanalisis, analisis y postanalisis evaluados
en el informe de resultados del uroanalisis de acuerdo a los requisitos de la ISO, CLSI y ECLM. Se considera que el bajo
desempeiio alcanzado por la mayoria de los laboratorios clinicos probablemente esté relacionado a la naturaleza del
modelo de ensayo empleado para llevar a cabo el estudio, al area especifica del laboratorio clinico que fue evaluada y a
la técnica de muestreo incorporada parar seleccionar los laboratorios clinicos participantes de la investigacion.

Palabras Clave: desempefio, informe, resultados, uroandlisis, laboratorios clinicos.

“PERFORMANCE OF THE CLINICAL LABORATORIES IN CARACAS, METROPOLITAN
DISTRICT, IN THE UROANALYSIS REPORT FOLLOWING THE REQUIREMENTS OF THE
ISO, CLSI AND ECLM”

SUMMARY

Introduction: At present, despite the great advances in the knowledge of quality in the clinical laboratory and the
standards of the ISO, the Institute for Clinical and Laboratory Standardization (CLSI) and the European Confederation
of Medical Laboratories (ECLM); establish the requirements for standardization and quality assurance in the simple
analysis of urine, uroanalysis and its report of results continue to lag behind in terms of quality, with respect to the rest of
the areas in the clinical laboratory services. It is for this reason that in the present work it was proposed to determine the

Solicitar copia a: Celsy Herndndez (e-mail: celsyhernandez@gmail.com)

g Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
2 ) de Bioanalistas Especialistas. 2018; Vol 21(1): 2-9




C Herndndez y col. Desempeiio de los laboratorios clinicos del Distrito Metropolitano de
Caracas, en el informe de resultados del uroandlisis de acuerdo con los
requsitos de la ISO, CLSI y ECLM

performance of the clinical laboratories of the Metropolitan District of Caracas, in the results report of the uroanalysis in
accordance with the requirements of “Norma FONDONORMA-ISO 15189. Clinical laboratories. Particular requirements
for quality and competence “ and the international recommendations” Urinalysis and Collection, Transportation, and
Preservation of Urine Specimens “of the CLSI and” European Urinalysis Guidelines “of the ECLM. Objective: To determine
the performance of the clinical laboratories of the Metropolitan District of Caracas, in the results report of the uroanalysis
in accordance with the requirements and international recommendations of the ISO, CLSI and ECLM. Materials and
methods: The research was limited to a probabilistic and representative sample corresponding to 25% of the clinical
laboratories registered in the Metropolitan District of Caracas. The sample corresponded to 40 clinical laboratories of
the public sector (17%) and private (83%), who provided 10 reports of urinalysis results with abnormal values for each
of the parameters evaluated in the simple urine test. In each report, the correct report of 27 data and information from
the preanalysis, 30 from the analysis and 8 from the post-analysis was evaluated, for a total of 65 data and information
evaluated. The data and information correctly reported received “1” point while the incorrectly reported received “0”
points. The level of performance was defined as “Unsatisfactory” equal to or less than 32 points (< 50% data reported
correctly), “Questionable”: between 33 and 54 points (= 51% and <84% data reported correctly), “Satisfactory” : equal
to or greater than 55 points (285 and 100% data reported correctly). Results and discussion: Of the 40 participating
clinical laboratories, 95% obtained an unsatisfactory performance and 5% a questionable performance, in relation
to the degree of compliance with the 65 requirements of the urinalysis results report evaluated in accordance with
the norms and recommendations of the ISO, CLSI and ECLM. Conclusions: This study determined an unsatisfactory
performance in 95% of the participating clinical laboratories, in relation to compliance with 65 preanalysis, analysis
and post-analysis requirements evaluated in the urinalysis results report according to the requirements of ISO, CLSI and
ECLM. It is considered that the low performance achieved by most clinical laboratories is probably related to the nature
of the test model used to carry out the study, to the specific area of the clinical laboratory that was evaluated and to the
sampling technique incorporated to select the clinical laboratories participating in the research.

Key words: performance, report, results, uroanalysis, clinical laboratories.

Introduccion Organization for Standardization), el Instituto de
Estandarizaciéon 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),
establecen los requisitos para la estandarizaciéon
y el aseguramiento de la calidad en el analisis
simple de orina, el uroanalisis y su informe de
resultados contintan tradicionalmente rezagados
en materia de calidad, careciendo de confiabilidad
en términos de veracidad y precisién, asi como
también de transferibilidad entre los laboratorios
clinicos (12-31). Es por ello, que en el presente
estudio se propuso determinar los errores presentes
en el informe de resultados del uroanalisis de
loslaboratorios clinicos del Distrito Metropolitano
de Caracas, de acuerdo con los requisitos de la
Norma ISO 15.189 “Laboratorios Clinicos.

Requisitos particulares para la Calidad y la
Enla actualidad, a pesar de los grandes avances en el Competencia® (32), y las recomendaciones

conocimiento de la calidad en el laboratorio clinico  internacionales “Urinalysis and  Collection,
y que las normas yrecomendaciones internacionales Transportation, and Preservation of Urine
de la ISO, Organizacién Internacional de Specimens” (33), del CLSI y “European Urinalysis
Estandarizacion (del inglés, International  Guidelines” (34), de la ECLM, con el objetivo

El uroanadlisis o examen simple de orina, es el
andlisis que mediante un procedimiento detallado
abarca la evaluacion de los aspectos caracteristicos
de este liquido bioldgico, con la finalidad de
proporcionar informacion acerca de las alteraciones
en el funcionalismo renal y genitourinario, asi
como de otro orden metabdlico de forma rapida,
temprana, costo efectiva y con escasa invasividad en
el paciente (1,2). Al igual que cualquier otra prueba
de laboratorio clinico, el uroanalisis debe llevarse a
cabo de forma segura y bien controlada (3,4), bajo
un sistema con procedimientos estandarizados
y controlados que permitan prevenir errores
sistémicos y minimizar las variaciones aleatorias,
que afectan la confiabilidad de los resultados (5-8),
y que pueden ocurrir desde que se ordena la prueba
hasta que el informe de resultados es interpretado
por el médico solicitante (9-11).
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de promover la estandarizacién y alcanzar la
transferibilidad de los resultados del uroanalisis
entre los laboratorios clinicos en el Distrito
Metropolitano de Caracas y nuestro pais.

Materiales y Métodos

a. Tipo y nivel de la investigacion

Este estudio incorporé una investigacién de
tipo descriptiva con un disefio de campo no
experimental, que permitié6 identificar las
deficiencias en el informe de resultados del
examen simple de orina, de acuerdo a las normasy
recomendacionesinternacionales delaISO, el CLSI
y el ECLM, mediante el analisis e interpretaciéon de
datos recolectados directamente en los servicios
de laboratorio clinico del Distrito Metropolitano
de Caracas sin manipulaciéon intencional de
las variables. El proyecto de investigaciéon se
adscribié al Laboratorio de Investigaciones
Basicas y Aplicadas de la Escuela de Bioanalisis
de la Universidad Central de Venezuela (U.C.V.),
fue avalado por el Comité de Bioética de la
Escuela de Bioanalisis de la U.C.V. y financiado
a través del programa de financiamiento para la
investigacion del Consejo de Desarrollo Cientifico
y Humanistico (CDCH), de la U.C.V.

b. Muestra

Se envié la documentacidon para la invitacidn a
la participaciéon voluntaria en el estudio a una
muestra probabilistica que incorporo6 el 25% de
los laboratorios clinicos registrados en el Distrito
Metropolitano de Caracas, considerando wuna
distribucién estratificada deafijacion proporcional
entrelos estratos de laboratorios clinicos del sector
publico (17%) y privado (83%), pertenecientes
tanto a servicios de atencién de salud publica
ambulatoria y hospitalaria, asi como laboratorios
privados particulares y ubicados en centros de
atencidon clinica; con la intensién de asegurar
que todos los estratos de interés se encontraran
representados aleatoria y proporcionalmente
a la cantidad respectiva existente entre los
distintos municipios que conforman el Distrito
Metropolitano de Caracas. Para crear el marco de
muestreo a efecto de la seleccidon de 60 laboratorios
clinicos, correspondiente al 25% de los registrados

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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en el Distrito Metropolitano de Caracas, se tomo en
cuenta la lista de laboratorios clinicos registrados
en el Colegio de Bioanalistas del Distrito Federal y
el Estado Miranda (CBDFEM), asi como las listas
de laboratorios clinicos ambulatorios, de clinicas
populares y hospitalarios del Ministerio del Poder
Popular para la Salud (MPPPS) y el Instituto
Venezolano de los Seguros Sociales (IVSS),
ubicados en el Distrito Metropolitano de Caracas.

De los 60 laboratorios clinicos seleccionados,
10 no pudieron ser efectivamente invitados a
participar en el estudio, debido a que no existen o
se encuentran inoperantes al momento de entrega
de la documentacién para la invitacién, y otros 10
efectivamente invitados, se negaron a participar
voluntariamente en la investigacion. Por ello, la
investigacion contd con 40 laboratorios clinicos
que dieron su consentimiento informado para
participar voluntariamente, de los cuales, 17%
correspondieron al sector publico y 83% al sector
privado, siendo 47% privados particulares, 35%
privados en clinicas privadas, 10% publicos en
hospitales, 5% publicos en clinicas populares y 3%
publico ambulatorio. Asi mismo, 64% se ubican
en el municipio Libertador, 23% en el municipio
Sucre, 10% en el municipio Baruta y 3% en el
municipio Chacao.

c. Métodos e instrumentos de recoleccion, procesa-
miento y andlisis de datos e informacion

Se procedié a evaluar para cada uno de los
participantes, un total de 10 informes de resultados
del uroanalisis que en su conjunto contuvieron
al menos un (1) valor anormal para aspecto,
color, olor, densidad, pH, proteinas, glucosa,
hemoglobina, bilirrubina, urobilinégeno, nitritos,
células epiteliales escamosas, células epiteliales
transicionales, leucocitos, hematies, bacterias,
mucina, cilindros y cristales de las muestras
parciales de orina. En cada uno de los informes
suministrados se evalu6 el correcto reporte de 27
datoseinformacionesdel preandlisis, 30 del analisis
y 8 del postanalisis, para un total de 65 parametros.
Los datos e informaciones correctamente
reportados recibieron “1” punto mientras que los
datos e informaciones incorrectamente reportados
recibieron “0” puntos. Los laboratorios clinicos
que reportaron correctamente todos los datos e
informaciones recibieron “65” puntos mientras
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que los laboratorios clinicos que reportaron
incorrectamente todos los datos e informaciones
recibieron “0” puntos. El nivel de desempefio se
definié como “Insatisfactorio” igual o menor de 32
puntos (< 50% datos informados correctamente),
“Cuestionable” entre 33 y 54 puntos (= 51%
y <84% datos informados correctamente),
“Satisfactorio”: igual o mayor a 55 puntos (=85
y 100% datos informados correctamente). Los
datos recolectados a partir de la evaluaciéon de
los informes de resultados de los participantes,
fueron procesados y analizados empleando el
programa Microsoft Excel y métodos de estadistica
descriptiva de frecuencia porcentual.

Resultados y discusion

a. Evaluacion de los informes de resultado

1. Datos de preanalisis

En relacion a los datos e informaciones de
preanalisis relativos al laboratorio clinico,
solicitante, paciente y muestra, encontramos que
5% de los participantes no incluye el nombre
del laboratorio clinico, 8% no incluye la fecha
de recepcion de la muestra por el laboratorio
clinico, 13% no incluye el cédigo de identificacién
asignado al paciente, 18% no incluye la edad del
paciente, 30% no incluye la direcciéon fisical ni
nimero telefénico del laboratorio clinico, 33%
no incluye el sexo del paciente, 40% no incluye el
numero de Registro de Informacion Fiscal (RIF)
ni el logo del laboratorio clinico, 40% no incluye la
hora de recepcion de la muestra por el laboratorio
clinico, 48% no incluye el nombre del solicitante,
53% no incluye el numero de cédula de identidad
del paciente, 65% no incluye la direccién fisical
ni el nimero de teléfono del paciente, 93% no
incluye el nimero de FAX ni direccién de correo
electrénico del laboratorio clinico, 98% no incluye
la direccion de correo electréonico del paciente
y 100% no incluye la direccién o ubicacion del
solicitante, el numero de teléfono del solicitante,
los requerimientos especificos del solicitante, la
categoria de la solicitud (en relacién a si es una
prueba de rutina o de emergencia); la fecha de
nacimiento del paciente, la fecha de recoleccion
de la muestra, la hora de recoleccion de la
muestra, el tipo de muestra (si es primera miccion
de la manana o miccién aleatoria); ni la técnica
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empleada para la recoleccion de la muestra (si fue
una recoleccién espontanea empleando técnica
de chorro medio o una recoleccién asistida por
cateterizacion de la uretra o puncidn suprapubica).

2. Datos de anélisis

En cuanto a los datos e informaciones de analisis
encontramos que el 100% de los laboratorios
clinicos no reporta las células epiteliales renales,
95% no reporta los elementos fungicos ni
parasitarios, 90% no reporta las células epiteliales
transicionales, 80% no reporta el olor, 53%
no reporta la esterasa leucocitaria, cristales ni
cilindros; 13% no reporta el pH ni mucina, 10%
no reporta el urobilinégeno, 5% no reporta la
bilirrubina y 3% no reporta los nitritos ni las
bacterias.

De igual manera el 75% de los laboratorios
clinicos reporta incorrectamente el pH, el
urobilindgeno, las células epiteliales escamosas y
los hematies, 68% la hemoglobina, 65% la glucosa
y los leucocitos, 63% las proteinas y los cuerpos
cetdénicos, 60% la bilirrubina, 58% el color, 35%
la mucina, 32% la esterasa leucocitaria, 30% los
cristales, 25% los cilindros, 20% el olor, 15% el
aspecto y los nitritos, 10% las células epiteliales
transicionales y las bacterias, 5% los elementos
fingicos y parasitarios y 3% la densidad. Asi
mismo, se evidencia que el 100% de los laboratorios
clinicos no indica el método para llevar a cabo el
analisis fisico-quimico y forme de las muestras
de orina mientras que entre un 75% y 95% de los
casos no reportan valores de referencias para los
parametros quimicos y formes, respectivamente.

3. Datos de postanalisis

Enrelacidon alos datos de postanalisis encontramos
que el 3% de los laboratorios clinicos no incluye
el nombre, la firma, nimero sanitario ni de
colegiatura del Licenciado en Bioanalisis validador
del informe de resultado, 13% no incluye el
codigo de identificaciéon asignado al paciente,
68% no incluye la fecha ni hora de entrega/
envio del informe de resultados, 83% no incluye
ningln item para sentar observaciones referidas
al preanalisis y andlisis de las muestras asi como
comentarios o recomendaciones del postanalisis;
98% no incluye el nombre del responsable de la
entrega/envio del informe de resultados y 100% no
especifica el formato de entrega/envio del informe
de resultados (fisico o electrénico).
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b. Desempeiio de los participantes

De los 40 laboratorios clinicos participantes y 65
requisitos del informe de resultados del uroanalisis
evaluados; se obtuvo, 2 laboratorios clinicos con
33 puntos, 1 laboratorio clinico con 30 puntos, 13
laboratorios clinicos con 28 puntos, 2 laboratorios
clinicos con 26 puntos, 1 laboratorio clinico con
25 puntos, 1 laboratorio clinico con 24 puntos, 4
laboratorios clinicos con 21 puntos, 4 laboratorios
clinicos con 20 puntos, 4 laboratorios clinicos con
18 puntos, 2 laboratorios clinicos con 16 puntos,
1 laboratorio clinico con 10 puntos, 1 laboratorio
clinico con 9 puntos y 1 laboratorio clinico con 8
puntos. De acuerdo a esto, de los 40 laboratorios
clinicos participantes, 95% obtuvo un desempefo
insatisfactorio y 5% un desempefio cuestionable.
De los 38 participantes que obtuvieron un
desempeno insatisfactorio, 81% correspondieron
a laboratorios clinicos del sector privado y 19% al
sector publico, mientras que de los 2 participantes
que obtuvieron un desempefo cuestionable, 1, es
decir, 50%, corresponde a un privado particular
y el otro, corresponde a un privado ubicado en
clinica.

Estos resultados contrastan con los obtenidos en
la mayoria de las investigaciones y programas
que han evaluado externamente la calidad en
nuestro pais (35-39), en los que el porcentaje
de participantes con desempefio insatisfactorio
resulté menor, mientras que el porcentaje de
participantes con desempeifio satisfactorio resulto
mayor. Se considera, que el contraste evidenciado
enlosresultados obtenidos es debido a tres razones
principales, la primera de ellas esta relacionada a
la naturaleza del ensayo empleado para llevar a
cabo la evaluacidn, la segunda al area especifica
del laboratorio clinico que ha sido evaluada y la
tercera a la técnica de muestreo incorporada parar
seleccionar los laboratorios clinicos participantes.

En relacién a lo primero, se entiende que la
mayoria de las investigaciones y programas
de evaluacién de la calidad de los laboratorios
clinicos desarrollados en el pais (35-42), han
empleado como item de ensayo un material
organizado, de naturaleza similar a las muestras
que rutinariamente se analizan en los laboratorios
clinicos,quehasidoprocesadoporlosparticipantes
en forma consciente, sabiendo que se trata de
una muestra para evaluar la exactitud de una o
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algunas pocas mediciones analiticas de acuerdo a
las expectativas previamente establecidas por la
respectiva investigacion. En el caso de este estudio,
se ha evaluado el cumplimiento de 65 requisitos
en el informe de resultados del uroandlisis, de
acuerdo a las normas y recomendaciones de la
ISO, CLSI y ECLM, con elevado y amplio nivel de
exigencia. Por ello, se supone que a diferencia de la
mayoria de los estudios y programas de evaluacién
externa de la calidad desarrollados en el pais (35-
42), se obtuvo un significativo mayor porcentaje
de participantes con desempefo insatisfactorio y
ningun participante con desempeifio satisfactorio.
Con respecto a lo segundo, la mayoria de las
investigaciones y programas de evaluacién
externa de la calidad desarrollados en el pais (35-
42), han sido en las areas de quimica sanguinea y
hematologia pero no en el drea del uroanalisis. Se
considera, al igual que lo referido por Herndndez,
Cy col. (2015), que en la actualidad el uroanalisis
se mantiene rezagado en materia de calidad
preanalitica, analitica y postanalitica en relacién
al resto de las dreas en el laboratorio clinico (43),
por lo que se piensa, es razonable que la mayoria
de las investigaciones y programas de evaluacién
externa de la calidad desarrollados en el pais (35-
42), se haya obtenido una mayor proporciéon de
laboratorios clinicos con desempeiio satisfactorio
y una menor proporcion con desempeiio
cuestionable en relacién a este estudio. Con
respecto a la técnica de muestreo empleada, a
diferencia de la mayoria de las investigaciones
y programas de evaluacion externa de la calidad
desarrollados en el pais (35-42); en este estudio
se seleccioné una muestra probabilistica que
incorporé el 25% de los laboratorios clinicos
publicos y privados registrados en el Distrito
Metropolitano de Caracas, considerando
una distribuciéon estratificada de afijaciéon
proporcional entre los estratos de laboratorios
clinicos del sector publico (17%) y privado (83%),
con la intencién de asegurar que todos los estratos
de interés se encontrard representados aleatoria
y proporcionalmente entre los elementos que
formaron parte de la muestra. Adicionalmente, la
muestra considerd una distribucion estratificada
de afijacion proporcional de los laboratorios
clinicos entre los distintos  municipios del
Distrito Metropolitano de Caracas. En el
Distrito Metropolitano de Caracas, la mayoria
de las investigaciones y programas de evaluacién
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externa de la calidad desarrollados en el area de
quimica sanguinea y hematologia, contaron con
una muestra no probabilistica (no aleatoria) e
intencional (por criterio), de menor tamafno que
incluyé proporcionalmente el mismo numero
de laboratorios clinicos del sector privado y
publico (35-39). Se piensa, que es posible que la
muestra poco representativa con la que contaron
la mayoria de estas investigaciones, pudiera haber
sobrestimado el desempefio de los participantes,
mostrando un resultado poco objetivo en la
distribucién de resultados satisfactorios e
insatisfactorios entre los laboratorios clinicos del
sector publico y privado.

Conclusion

Este estudio determind un desempeno insatisfactorio
en el 95% de los laboratorios clinicos participantes,
en relacion al cumplimiento de 65 requisitos de
preanalisis, analisis y postanalisis evaluados en el
informe de resultados del uroanalisis de acuerdo
a los requisitos de la ISO, CLSI y ECLM. Se
considera que el bajo desempeno alcanzado por la
mayoria de los laboratorios clinicos probablemente
esté relacionado a la naturaleza del modelo de
ensayo empleado para llevar a cabo el estudio,
al area especifica del laboratorio clinico que fue
evaluada y a la técnica de muestreo incorporada
parar seleccionar los laboratorios clinicos
participantes de la investigaciéon. En relacién a
lo primero, en esta investigacion se determind el
cumplimiento de 65 requisitos en el informe de
resultados del uroandlisis, de acuerdo a las normas
y recomendaciones de la ISO, CLSI y ECLM, lo que
representé una evaluacion amplia con alto nivel
de exigencia, que permitié evidenciar un elevado
porcentaje de errores presentes en el informe de
resultados del uroandlisis de los participantes.
Con respecto a lo segundo, se considera que en
la actualidad el uroanalisis se mantiene rezagado
en materia de calidad en relacién al resto de las
areas del laboratorio clinico, por lo que se piensa
es razonable haber evidenciado una elevada
frecuencia de errores conjuntamente con un bajo
desempeno de los participantes en relacion a la
calidad del informe de resultados del uroanalisis.
Y por ultimo, en cuanto a la técnica de muestreo
empleada, en este estudio se selecciond una muestra
probabilistica representativa considerando una
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distribucion estratificada de afijaciéon proporcional
entre los estratos de laboratorios clinicos del sector
publico y privado, y los distintos municipios que
conforman el Distrito Metropolitano de Caracas,
lo que probablemente permitié una evaluacion
mas objetiva de los laboratorios del Distrito
Metropolitano de Caracas, que resulté en la
obtenciéon de un desempeno insatisfactorio en la
gran mayoria casos.

Referencias

1. Kaplan A, Pesce A. Quimica Clinica. Técnicas de
Laboratorio-Fisiopatologia-Métodos de Andlisis. 2da
Ed. Buenos Aires: Editorial Médica Panamericana,
1990: 1011-1056.

2. Fiscbach T. Manual de Pruebas Diagnosticas. 52
Edicion. México: Editorial MCgrawhill Interamericana,
1997:328-415.

3. Schumann B, Schweitzer C. Estudio de la orina. (Ed).
Bernard J. En: Diagndstico y tratamiento clinico por el
laboratorio. Espana: Masson Salvat Médica; 1993: 399-
430.

4. Bernard ], Traete G. Diagnostico y tratamiento por el
laboratorio. 9na Ed. Espana: Salvat; 1998: 471-477.

5. Dharan M. Control de Calidad en los Laboratorios
Clinicos. Barcelona: Editorial Reverte, S. A., 1983:12.

6. Boquet E, Castillo M, Caceres A, Dybkaer R, Escutia
V, Franzini C, Jeffers D, Mazziotta D. Mejoria Continua
de la Calidad. Guia para losLaboratorios Clinicos de
América Latina. Confederacién Latinoamericana de
Bioquimica Clinica. México: Editorial Panamericana,
1996:314.

7. Gella]. Control de la Calidad en el Laboratorio Clinico.
Barcelona: BioSystems S.A, 2005.

8. Curi S, Ariagno ], Chenlo P, Pugliese M, Sardi M,
Repetto H, Mazziotta D, Blanco, A. Control de calidad
externo en el estudio del semen. Acta Bioquim Clin
Latinoam 2008; 42(2):183-187.

9. Loépez A. Garantia de Calidad Hematoldgica. Trabajo
de Ascenso para optar a la categoria de Asistente en
el escalaféon docente universitario. 1994. Escuela de
Bioanalisis, Universidad Central de Venezuela, Caracas.
139p.

10. Ferndndez C. El aseguramiento de la calidad en el
laboratorio clinico. Acta Bioquim Clin Latinoam 1999;
33(1):49- 67.

11. Diaz A. Aspectos del aseguramiento de la calidad en
los laboratorios de Hemostasia. Rev Cubana Hematol
Inmunol Hemoter 2002; 18(2):21-28.

12. Gadehol H. Quantitative estimation of urinary

“ESPECIALISTAS

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2018; Vol 21(1): 2-9

8
o
g
2
s
<
By




C Herndndez y col.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

sediment, with special regard to sources of error. Brit
Med J 1964;1:1547-1549.

Winkel P, Statland B, Jorgenson J. Urine microscopy:
an illdefined method examined by a multifactorial
technique. Clin Chem 1974; 20:436-439.

Kesson A, Talbott ], Gyory A. Microscopic examination
of urine. Lancet 1978; ii:809-812.

Deindorfer F, Gangwer J, Laird C, Ringold R. “The Yellow
IRIS” wurinalysis workstation—the first commercial
application of “automated intelligent microscopy”. Clin
Chem 1985; 31:1491-1499.

Roe C, Carlson D, Daigneault R, Statland BE. Evaluation
of the Yellow IRIS. An automated method for urinalysis.
Am ] Clin Pathol 1986; 86:661-665.

Carlson D, Statland B. Automated urinalysis. Clin Lab
Med 1988; 8:449-461.

Mahon C, Smith L. Standardization of the urine
microscopic examination. Clin Lab Sci 1990; 3:328-332.

Ben-Ezra J, Bork L, McPherson R. Evaluation of the
Sysmex UF-100 automated urinalysis analyzer. Clin
Chem 1998; 44(1):92-95 .

Hannemann-Pohl K. Clinical benefits of the UF-100. In:
The Sysmex Urine Flow Cytometry Workshop, Sysmex
Europe. Hamburg, Germany: GMBH 1998: 56-59.

Langlois M, Delanghe ], Steyaert S, Everaert K, De
Buyzere M. Automated Flow Cytometry Compared
with an Automated Dipstick Reader for Urinalysis. Clin
Chem 1999; 45(1):118-122 .

Ito K. Recent advances on routine urinalysis. Rinsho
Byori 2000;48(9):823-828.

Apeland T, Mestad O, Hetland O. Assessment of
haematuria: automated urine flowmetry vs microscopy.
Nephrol Dial Transplant 2001;16:1615-1629.

Kouri T, Gyory A, Rowan M. ISLH Recommended
Reference Procedure for the Enumeration of Particles in
Urine. Laboratory Hematology 2003;9:58-63.

Wah D, Wises P, Butch A. Analytic Performance of
the iQ200 Automated UrineMicroscopy Analyzer
and Comparison With Manual CountsUsing
Fuchs-Rosenthal Cell Chambers. Am ] Clin Pathol
2005;123:290-296.

Lamchiagdhase P, Preechaborisutkul K, Lomsomboon P,
Srisuchart P, Tantiniti P, Khan-u-ra N, Preechaborisutkul
B. Urine sediment examination: a comparison between
the manual method and the iQ200 automated urine
microscopy analyzer.Clin Chim Acta 2005;358(1-
2):167-174.

Jaiwang P, Eakwong P, Wiwanitkit V.Comparative study
of direct test-cost between microscopy method and
IQ200 automated urine microscopy analyzer. Chula
Med ] 2006;12(50):843-850.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2018; Vol 21(1): 2-9

Desempeiio de los laboratorios clinicos del Distrito Metropolitano de
Caracas, en el informe de resultados del uroandlisis de acuerdo con los

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

requsitos de la ISO, CLSI y ECLM

Jiménez C, Herndndez A, Sanchez M, Cabrera A; Rivas
E. Inconvenientes del método manual para la lectura del
sedimento urinario. Bioquimica 2006; 31(Supl 1):110.

Gémez G, Jiménez C, Vivar N, Sanchez M. Evaluacion
del control de calidad interno en el sistema automatizado
UF-100, sistema Kova y método manual. Bioquimica
2007; 32:81.

De Miria y Campos V. Control de Calidad en el
Uroandlisis. Bio Rad Control 2008; 4(12):2-5.

Goémez V, Jiménez C, Vivar N, Sanchez M. Comparacién
del citometro UF-100i con el sistema Kova y el método
convencional para el conteo de leucocitos y eritrocitos
en orina. Bioquimica 2008; 2(33):51.

FONDONORMA-ISO  15189:2007.  Laboratorios
Clinicos. Requisitos Particulares para la Calidad y la
Competencia. ISO: Suiza, 2006. FONDONORMA:
Caracas, 2007.

CLSI GP16 A3. Routine Urinalysis and Collection,
Transportation, and Preservation of Urine Specimens;
Approved Guideline, GP16-A3. CLSI: Wayne, PA, 2009.

European Confederation of Laboratory Medicine
(ECLM). European Urinalysis Guidelines. Scand ] Clin
Lab Invest 2000; 60: 1 - 96.

Lépez A. Plataforma para el desarrollo de un programa
de Evaluacion externa de la Calidad en Hematologia.
Trabajo de Ascenso. 2001. Universidad Central de
Venezuela, Caracas. 78p

Gallardo, A, Maérquez A, Pastore G, Fernindez L.
Experiencia en Intercomparaciéon de Parametros
Hematologicos empleando sangre fresca. Rev. Facultad
de Medicina U.C.V. 2007; 30(1):50-54.

Lépez A y Gallardo A. Programa de Evaluacién
Externa de la Calidad en Morfologia Hematica. Disefio
y Experiencia en Laboratorios clinicos Venezolanos.
VITAE: Academia Biomédica Digital [serie en internet].
2007; 32 [citado 28 de mayo 2018]. Disponible en:
http://www.vitae.ucv.ve/?module=articulo&n=998

Bustamante Y. Propuesta de Programa de Evaluacion
Externa de la Calidad para los Laboratorios Clinicos.
Area: Quimica Clinica. Trabajo de Ascenso. 2010.
Universidad Central de Venezuela, Caracas. 128p

Diaz LV. Propuesta de Programa de Evaluaciéon Externa
de la Calidad en Hematologia para la determinacion de
Hemoglobina en los Laboratorios Clinicos. Trabajo de
investigacion presentado como requisito parcial para
obtener el titulo de Magister en Sistemas de la Calidad.
2011. Universidad Catdlica Andrés Bello, Caracas. 118p.

Guarache H, Rodriguez N. Evaluacién externa de la
calidad en Bioquimica Clinica en laboratorios clinicos
de Cumana-Sucre. Revista de la Facultad de Farmacia
2003; 45(1):30-35.




C Herndndez y col.

41.

42.

Rodriguez E, Ramirez C, Molina L, Rodriguez N, Buela
L. Evaluacion externa de la calidad en la determinacion
de dacido trico en un grupo de laboratorios clinicos
de Mérida-Venezuela. Mem Inst Investig Cienc.Salud
2006; 4(1):28-33.

Rodriguez N, Rodriguez E, Ramirez C; Molina L, Buela
L, Lorente A. Evaluacién Externa de la Calidad en la
Determinacion de Glucosa y Creatinina en Laboratorios

Desempeiio de los laboratorios clinicos del Distrito Metropolitano de
Caracas, en el informe de resultados del uroandlisis de acuerdo con los

43.

requsitos de la ISO, CLSI y ECLM

Clinicos de Mérida. Revista de la Facultad de Farmacia
2006; 48(1):21-26.

Hernandez C. Programa de evaluacion del nivel de
implementaciéon de sistemas de aseguramiento de
la calidad en uroanalisis, dirigido a los laboratorios
clinicos del Distrito Metropolitano de Caracas. Trabajo
de Ascenso. 2015. Universidad Central de Venezuela,
Caracas. 378p.

“ESPECIALISTAS

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2018; Vol 21(1): 2-9

8
o
g
2
s
<
By




ARTICULO DE INVESTIGACION

BIOMARCADORES DE AUTORREACTIVIDAD EN NINOS PRE-PUBERES OBESOS
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RESUMEN:

Introduccién: La diabetes se ha incrementado en nifios en los ultimos afios, dando origen a una poblacién de jovenes
diabéticos que llega a desarrollar otras enfermedades metabdlicas en su vida adulta, como la obesidad, sindrome
metabodlico e incluso enfermedades de origen autoinmunitario. Objetivo: Determinar la prevalencia de autoanticuerpos
y disfuncion tiroidea en una cohorte de nifios pre-puberes con obesidad y/o resistentes a insulina (RI). Materiales y
métodos: Se incluyeron 150 nifios pre-puberes con edades comprendidas entre 2-12 afios provenientes del Servicio de
Nutricién, Crecimiento y Desarrollo del Hospital “IM de Los Rios”. Se utilizaron técnicas ELISA e Inmunofluorescencia
directa para determinaciéon de anticuerpos. Resultados: El 32,2% de los nifios obesos present6 alteracion del
metabolismo de carbohidratos. Se obtuvo 1% de reactividad para ANA en la poblacién en estudio, 1% de reactividad
para p-ANCA en nifios obesos con RI. Se encontr6 anti-TPO positivo en 7,3%, 2,8% y 6,7% de nifos obesos sin RI, obesos
con RI y grupo control respectivamente; para anti-Tg se observé positividad en 9,1%, 37,1% y 16,7% de nifios obesos
sin RI, obsesos con RI y grupo control respectivamente; para c-ANCA, ASMA, AMA e ICA no se encontré reactividad en
ninguno de los grupos estudiados. Conclusiones: La obesidad grave es un factor de riesgo para el desarrollo de Rl y
alteraciones del metabolismo de carbohidratos. No se encontro asociacion entre la resistencia a insulina, la obesidad y
la presencia de autoanticuerpos asociados a enfermedades autoinmunes.

Palabras Clave: obesidad, resistencia a insulina, autoanticuerpos, alteraciéon del metabolismo de carbohidratos.

AUTOREACTIVITY BIOMARKERS IN OBESE PREPUBESCENT CHILDREN
AND/OR WITH INSULIN RESISTENCE

SUMMARY

Introduction: Diabetes in children has increased in recent years, raising the number of young diabetics people, whom
also can develop other metabolic diseases in adulthood, such as obesity, metabolic syndrome and even autoimmune
diseases. Aim: Determine the prevalence of autoantibodies and thyroid dysfunctions in a cohort of pre-pubertal obese
and/or insulin resistant (IR) children. Materials and methods: 150 prepubertal children with ages between 2-12
years old from the Nutrition, Growth and Development “JM de Los Rios Hospital” were included. ELISA and direct
immunofluorescence for antibody determination were used. Results: 32.2% of obese children had impaired metabolism
of carbohydrates. 1% of the population that was studied had ANA positive. We observed 1% of positive p -ANCA in obese
children with RI. We found 7.3% positive anti -TPO in obese children without IR, 2.8 % in obese children with IR and
6.7 % in the control group; for anti-Tg 9.1%, 37.1% and 16.7 % in obese children without IR, obese with IR and control
group respectively; was not found in any of the groups studied reactivity for c- ANCA, ASMA , AMA and ICA. Conclusions:
Severe obesity is a risk factor for the development of IR and impaired carbohydrate metabolism. No association between
insulin resistance, obesity and the presence of autoantibodies associated with autoimmune diseases.

Key words: obesity, insulin resistance, autoantibodies, impaired carbohydrate metabolism.

Introduccion producida por las células beta de los islotes de

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad Langerhans del pancreas endocrino (1).

caracterizada por hiperglicemia resultante de En la DM tipo 1 (DMI) existe una deficiencia
defectos en la secrecidn y/o la accion de la insulina  absoluta de insulina debido en la mayoria de los
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casos a una destrucciéon autoinmune de las células
beta de los islotes pancreaticos. Por su parte, la
diabetes tipo 2 (DM2) resulta de un defecto secretor
de insulina progresivo causado por la resistencia a
la insulina, esta se considera una enfermedad de
origen metabolico. El proceso se caracteriza por un
trastorno generalizado en el que la hiperglucemia es
el factor bioquimico dominante. En su etiopatogenia,
en la que mecanismos genéticos y ambientales son
claves, hay que considerar un mecanismo dual: por
un lado, un estado de resistencia insulinica sostenido
derivado en la mayoria de los casos de la obesidad,
y por otro, una insuficiencia secretora de las células
beta pancredticas. La resistencia a la insulina se
define como la disminucion de la capacidad de la
insulina de ejercer sus efectos bioldgicos sobre
tejidos diana (musculo esquelético, higado y tejido
adiposo), que conduce finalmente a una deficiente
secrecion de insulina por el pancreas (1-3).

Estudios realizados sugieren que la obesidad
infantil cuando estd presente después de los 3
afios de edad y no ser controlada a tiempo, se ha
asociado con mayor predisposicion a desarrollar
resistencia a la insulina relacionada con la obesidad
y otras alteraciones metabdlicas, tales como DM2 y
enfermedad cardiovascular (4).

La obesidad es uno de los componentes mas
importantes del Sindrome Metabodlico (SM), el
cual consiste en la asociacién de un conjunto
de indicadores antropométricos, bioquimicos
y fisiolégicos (obesidad central, hipertension
arterial, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia
compensada, DM2, dislipidemia, hiperglicemia)
(5,6).

El desarrollo de la RI y la DM2 esta claramente
vinculado a los desdrdenes metabdlicos, no obstante
en la actualidad el estudio de estas patologias ha sido
asociado a otras enfermedades autoinmunes como
tiroiditis autoinmune o hipotiroidismo. La obesidad
induce la produccién de citoquinas inflamatorias e
infiltracion de células inmunes en el tejido adiposo,
lo que crea un estado de inflamacidn crdnica de bajo
grado que parece estar relacionado con un amplio
espectro de afecciones autoinmunes patolédgicas,
incluida la diabetes tipo 1 (T1D), la tiroiditis de
Hashimoto (HT), artritis reumatoide, esclerosis
multiple, psoriasis, lupus eritematoso sistémico y
enfermedad inflamatoria intestinal (7,8).
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La prevalencia de trastornos de la tiroides en nifios
y adolescentes con obesidad y DM2 no ha sido
evaluada completamente. La incidencia de DM1
y DM2 ha demostrado un aumento en Venezuela
y en todo el mundo. Generalmente, la mayoria de
los casos de diabetes mellitus (DM) se clasifican
como DM tipo 1 o DM tipo 2 en funcién de las
caracteristicas de su fisiopatologia. Sin embargo, hay
un aumento notable en la incidencia de una nueva
expresion de la enfermedad en nifios y adolescentes,
con las caracteristicas de una mezcla de los dos
tipos de diabetes y se conoce como” diabetes doble”.
La resistencia a la insulina y la obesidad, junto
con la presencia de marcadores de autoinmunidad
pancredtica, a saber, autoanticuerpos contra
antigenos de células de islotes, son los que definen
tipicamente esta condicion. Esta forma hibrida
de diabetes parece estar aumentando y, por lo
tanto, ha ganado gran interés y atencion entre los
investigadores sobre esta condicién, que es poco
clara (9,10).

De esta manera, la evaluacion de marcadores
serologicos de enfermedades autoinmunes como
los anticuerpos antinucleares (ANA), se ha vuelto
un estudio de gran importancia en una de las
enfermedades con mayor aumento anual en el
mundo, comolo esla diabetes en nifios y adolescentes
(11,12). Algunos investigadores refieren que los
anticuerpos antinucleares (ANA) pueden detectarse
en un pequefo porcentaje de nifos sanos (13). Por
otra parte, varios autores concuerdan en que 65%
de las personas con anticuerpos anti-células de los
islotes B del pancreas (ICA) positivos tienen mayor
riesgo de desarrollar la DM1 dentro de los proximos
5 anos y ademds estos anticuerpos poseen una
prevalencia en pacientes sanos de 2-4% (11,13). El
presente estudio tiene como propdsito determinar la
prevalencia de autoanticuerpos y disfuncion tiroidea
en una cohorte de nifos pre-puberes con obesidad
y/o resistencia a insulina (RI).

Materiales y métodos

El presente trabajo corresponde a un estudio
descriptivo y correlacional de un grupo de nifios
pre-puberes con obesidad y resistencia a la insulina.

Normas de bioética: El protocolo del estudio se
realizé bajo las normas de ética establecidas por
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la Organizacion Mundial de la Salud (OMSY)
para trabajos de investigacién en humanos y la
declaracidon de Helsinki ratificada por la 29th World
Medical Assembly, Tokio 1995 (14). Contd con la
aprobacion del Comité de Bioética de la institucion
y con el consentimiento informado de los padres o
representantes de los ninos del estudio.

Poblacién de estudio: Para el estudio se incluyeron
150 ninos mayores de 2 aflos y menores de 12 afos
pre-puberes (segun criterios clinicos de Tanner).
Los cuales fueron clasificados segun parametros
antropométricos, bioquimicos e inmunoldgicos
en: Grupo I: nifos con obesidad exdgena segun el
diagnostico nutricional integral dado por signos
clinicos, antropométricos y por la combinacién
de indicadores de dimensiéon corporal 'y de
composicion corporal sin resistencia a insulina;
Grupo II: nifios con obesidad y resistencia a insulina
segun los resultados obtenidos de glicemia e
insulina en ayunas y aplicando el modelo de registro
homeostatico (HOMA IR = Insulina (mU/L) x
Glicemia (mmol/L) / 22.5, se considera RI si el
HOMA > 3,0) y Grupo III (control): nifios sanos
normo-peso/talla sin alteracién en parametros
bioquimicos e inmunoloégicos.

Criterios de inclusion: Nifos con obesidad o
sobrepeso, con resistencia a la insulina con
maduraciéon sexual Tanner I (pre-puberes):

determinado por las caracteristicas de glandula
mamaria, vello axilar y pubiano en las nifas, y
genitales, vello axilar y pubiano en los varones (15).

Criterios de exclusién: Nifos desnutridos, con
infecciones agudas o cronicas, evidencia de
inmunodeficiencia primaria o secundaria.

Evaluacién y diagnédstico nutricional antropométrico:
Todos los nifilos fueron pesados y tallados
siguiendo las técnicas de antropometria del
Programa Internacional de Biologia (16). Para la
evaluacidon antropométrica del déficit nutricional se
consideraron los siguientes indices: peso/edad, peso/
talla y talla/edad. La ubicacién de estas variables se
realiz6 en los graficos correspondientes a las tablas
de la OMS, adaptadas para Venezuela por el Instituto
Nacional de Nutriciéon (INN) (17).

Evaluacién socioeconémica: Se estim6 la condicion
socio econdémica de las familias de procedencia de
los nifilos empleando el método Graffar-Méndez
(18).
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Recoleccion y procesamiento de muestras sanguineas:
A cada nifio del protocolo con obesidad y nifio
sano, se le extrajo una muestra de 10 ml de sangre
en ayuna (de 8 - 10 horas aproximadamente), luego
se le suministré por via oral una solucién de carga
glucosilada (Glicolab®) con una concentracién de
75 mg para hacerle una segunda toma de muestra
a las 2 horas, la cual corresponde la muestra
postprandial. Las muestras sin anticoagulante fueron
centrifugadas en un lapso no mayor de 30 minutos
a 3000 xg en una centrifuga refrigerada a 4°C por
15 minutos y el suero obtenido fue preservado en
congelacién a -20°C hasta su procesamiento.

Determinaciones de laboratorio:

Perfil Bioquimico: Se determind glucosa, colesterol
y triglicéridos empleando un equipo automatizado
marca DuPont Dimension XL (DuPont companies,
New Town, Escocia). Electroforesis de colesterol en
equipo automatizado de Helena Laboratories SAS-
1 (Helena Laboratories, Texas, USA). Empleando
inmunoensayo enzimatico adsorbente (ELISA), se
determind Insulina (DRG International, Marburg,
Alemania).

Autoanticuerpos: Se determinaron, anticuerpos
anti células de los islotes (ICA, islet cell antibody
test system, NOVA Lite®); anticuerpos anti-
citoplasma de neutréfilos perinucleares (p-ANCA) y
citoplasmaticos ( C-ANCA), SCIMEDX ANCA IFA
Immunofluorescence Assay for the detection of anti-
neutrophil cytoplasmic antibodies in human serum);
(anticuerposanti-nucleares (ANA), anticuerposanti-
mitocondriales (AMA), anticuerpos anti-musculo
liso (ASMA) vy anticuerpos anti-célula parietal
gastrica (ACPG). Todas estas determinaciones se
realizaron por el método de inmunofluorescencia
indirecta  (IFI), empleando como sustratos
antigénicos, células Hep-2 y triple sustrato de higado/
rién/estomago de rata, siguiendo los protocolos
de la casa comercial NOVA Lite®. Los resultados
se observaron con el microscopio de fluorescencia
(DAS Mikroskop LEICA DM LS). La determinacién
de los anticuerpos: Anti-TPO, Anti-Tg, T3 y T4 se
realizaron con estuches comerciales por la técnica
de ELISA.

Andlisisestadistico: Losdatosdescriptivosdelamuestra
y los totales de cada grupo, se analizaron mediante
estadistica descriptiva y diferencial. Los mismos
se tabularon y/o graficaron mostrando los valores
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promedio (X) méds o menos una desviacion estdndar
(X+1DS). Las comparaciones de X+1DS se realizaron
empleando la prueba estadistica ANOVA. Se
considerard como significativo un p < 0,05.

Resultados

Caracteristicas generales de la poblacion en
estudio

En el estudio se incluyeron 150 nifios, agrupados en
61 nifas y 89 nifios, con edades comprendidas entre
2-12 afios, siendo 6 anos la edad promedio.

Parametros bioquimicos y endocrinos evaluados
en nifios obesos con/sin resistencia a la insulina.

La tabla 1 muestra que los nifios obesos con y sin RI
presentan valores de insulina basal e indice HOMA
significativamente incrementados con respecto a los

Tabla 1. Parametros bioquimicos y endocrinos
evaluados en nifos obesos con/sin
resistencia a la insulina.

Determinaciones Obesos  Obesos con RI  Controles
n=>55 n=35 n =60
Glicemia basal 85,16 96,11 88,89
(mg/dl) + 10,12 + 17,20 + 6,80
Glicemia PP 91,57 92,91 ND
(mg/dl) +18,01 +23,20
Insulina basal 8,00 19,82 297
+2,73%* + 10,62%* + 2,53
. 27,09 49,74
Insulina PP + 20,64 +30.42 ND
1,67 4,64 1,36
HOMA + 0,55 +2,43%* + 0,61
Colesterol total 157,47 182,03 137,02
(mg/dL) £3314%  £37,67% +22.27
HDL-C 35,62 35,28 45,57
(mg/dL) +12,80°  £9,22* +9,98
LDL-C 102,46 119,07 82,70
(mg/dL) + 27,60%* + 33,90%* + 16,87
VLDL-C 19,00 25,11 12,43
(mg/dL) +11,38%* +11,61%% + 5,17
Triglicéridos 77,61 111,37 62,31
(mg/dL) +41,16 + 53,50%* + 26,01

Abreviatura: ND: no determinado.
*p < 0,05 con respecto al grupo control
**p < 0,001 con respecto al grupo control
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encontrados en los nifios control, por su parte no
se obtuvo diferencia significativa con respecto a la
glicemia basal en los nifos estudiados.

En relacion al perfil lipidico, se puede observar
que las concentraciones de colesterol total, LDL-c
y VLDL-c, estan significativamente incrementadas
en ambos grupos de niflos obesos en comparacion
con el grupo control. Mientras que la concentracion
de triglicéridos, esta significativamente elevada
solo en el grupo de nifos obesos con RI
(111,37 £53,50 mg/dL) conrespecto al grupo de nifios
control (62,31 + 26,01 mg/dL). Lo contrario sucede
con la concentraciéon de HDL-c la cual se encuentra
disminuida estadistica y significativamente en
ambos grupos de nifos con obesidad, comparada
con el grupo control.

Con respecto a las concentraciones de T3T y
T4T mostradas en la tabla 2, se observo que la
concentraciéon de T3T y T4T se encontraron
disminuidas en ambos grupos de nifios obesos con
respecto al grupo control, sin embargo esta diferencia
fue significativa solo para la concentracion de T4T.

Tabla 2. Pardmetros endocrinos evaluados en la
poblacion en estudio.

Determinaciones Obesos Obesos con RI  Controles
n=>55 n=235 n =060
1,24 1,29 1,43
T3T (ng/mL) +0,56 +0,63 +0,49
131,18 125,25 140,55
T4T (ng/mL) +3737%  +2689 +22,05

*p < 0,05 con respecto al grupo control

Autonticuerpos organo especificos evaluados en
ninos obesos con/sin resistencia a la insulina.

La tabla 3 muestra los resultados de los anticuerpos
organo especificos evaluados; anti-TPO y anti-Tg
asociados a la tiroides e ICA relacionado con las
células beta de los islotes pancreaticos. Se puede
apreciar que la reactividad de anticuerpos anti-
TPO en la poblacién estudiada fue de 7,3% en
nifios obesos sin RI; 2,8% en nifios obesos con RI
y 6,7% en nifios control. Se encontré diferencia
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Tabla 3. Autoanticuerpos 6rgano especificos evaluados en nifios obesos con/sin resistencia a la insulina.

Obesos Obesos con RI Controles
Autoanticuerpos n=>55 n=35 n =60
+ - + - + -

Anti-peroxidasa tiroidea
(Anti.TPO) 4(7,3%)  51(927%)  1(28%)  34(972%) 4(67%) 56 (93,3%)
Anti-tiroglobulina
(Anti-Tg) 5(9,1%)  50(90,9%) 13 (37,1%)  22(62,9%) 10(16,7%) 50 (83,3%)
Anti-células de islot

pHeernas e IS0 0 (0%) 55 (100%) 0 (0%) 35(100%)  0(0%) 60 (100%)

pancreatico (ICA)

estadisticamente significativa, con respecto a los
anticuerpos anti-Tg, donde se observé positividad
en 37,1% de los ninos obesos con RI con un RR=2,23
IC 95% (1,09 - 4,54) al compararla con los otros dos
grupos estudiados. Al evaluar los anticuerpos ICA
no se obtuvo resultados positivos en ninguno de los
grupos estudiados.

Autoanticuerpos evaluados en nifios obesos con/
sin resistencia a la insulina.

En la tabla 4 se muestran los resultados para los
anticuerpos anti-nucleares (ANA), anti-citoplasma de

neutréfilos (p-ANCA y ¢-ANCA), anti-musculo liso
(ASMA), anti-mitocondriales (AMA) y anti-célula
parietal gastrica (ACPG) en la poblacién estudiada. Se
encontré reactividad positiva del 1% para los ANA en
los nifios obesos con y sin RI y 5% en los nifios control
y para los APCA la reactividad fue de 2,86%, 3,64%,
y 10% para el grupo de obesos con RI, sin RI y grupo
control respectivamente. Con respecto a los p-ANCA
solo se encontré resultado positivo en 1% de los nifos
obesos con RI, mientras que en los otros grupos no
se obtuvo ningun resultado positivo. Por su parte los
c-ANCA, ASMA y AMA resultaron negativos en los 3
grupos de nifos estudiados.

Tabla 4. Autoanticuerpos evaluados en nifos obesos con/sin resistencia a la insulina.

Obesos Obesos con RI Controles

Autoanticuerpos n=>5>5 n=35 n = 60

+ - + - + -
Antinucleares (ANA) 1 (1%) 54 (99%) 1 (1%) 34 (99%) 3 (5%) 57 (95%)
Anti-citoplasma de neutréfilos 0 o 0 0 0 0
perinuclear (p-ANCA) 0 (0%) 55 (100%) 1 (1%) 34 (99%) 0 (0%) 60 (100%)
Anti-citoplasma de neutrdfilos
citoplasmatico (c-ANCA)
Anti-musculo liso (ASMA) 0(0%)  55(100%)  0(0%)  35(100%) 0(0%) 60 (100%)
Anti-Mitocondriales (AMA)
Anti-célula parietal gastrica (ACPG) 2(3,64%) 53(96,36%) 1(2,86%) 34(97,14%) 6(10%) 54(90%)
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Discusion

La obesidad es un factor de riesgo critico para el
desarrollo de resistencia a la insulina y la grasa
corporal total es importante en el desarrollo de la
misma en los nifos (19,20). El indice HOMA, es
uno de los indicadores mas importantes empleados
para la determinacién de la resistencia a la insulina
en los individuos obesos. Numerosos estudios han
establecidos diferentes puntos de corte para el indice
HOMA en nifos pre-puberes y niflos post-puberes
(19-22). Por otra parte, la American Diabetes
Association (ADA), introduce una clasificacion de
los niveles de glucosa debido principalmente a las
alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos
que son observadas frecuentemente en los individuos
obesos (23).

En el presente estudio, se observaron valores mas
elevados de glicemia basal y post-prandial en el
grupo de nifios obesos resistentes a insulina, sin
embargo, estos resultados no fueron estadisticamente
significativos al compararlos con los ninos del grupo
control. Por otra parte, se encontrd 3,6% (ninos
obesos) y 22,9% (nifios obesos RI) con glucosa
alterada en ayunas (GAA) y5,7% de nifios obesos con
RI con intolerancia a la glucosa (IG). Los pacientes
con GAA y/o IG se les conoce como estados previos
de prediabetes y tienen un mayor riesgo al desarrollo
de la DM2 vy el resto de alteraciones metabodlicas
asociadas a la obesidad. Este porcentaje es inferior
al reportado en un estudio efectuado en USA en
una poblaciéon multiétnica (25% de los individuos
con IG en funcién del grupo étnico de procedencia
y un 4% con DM2) (24) y similar al hallado en una
amplia muestra de nifios y adolescentes obesos de
nacionalidad italiana, que arrojé una prevalencia
de IG del 4,5% y de DM2 del 0,14% (25). En otro
estudio, Da Silva y col. en Brasil, observaron una
menor prevalencia de GAA (1,7%) y no observaron
ninos con IG (26).

Los resultados de insulina basal en los nifios obesos
con y sin RI, mostraron diferencia significativa
con respecto al grupo control, observandose que
en el grupo de obesos resistentes a la insulina
se obtuvo un valor promedio mads alto de esta
hormona en ayunas encontrandose un 80% de estos
ninos con hiperinsulinismo (27). De los pacientes
diagnosticados con RI 17,1% presentaban sobrepeso,
2,9% obesidad leve, 31,4% obesidad moderada y
48,6% obesidad grave, lo cual indica a la obesidad
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grave como un factor contribuyente a la resistencia a
lainsulina. Las células adiposas producen adipocinas
que son liberadas hacia el torrente sanguineo. Al
menos dos de estas adipocinas, el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) y resistina, tienen la capacidad
de interferir sobre la accion de la insulina en otros
tejidos (7, 28).

Los nifios obesos con/sin RI presentan un desbalance
en el metabolismo de lipidos encontrandose valores
de colesterol total, VLDL-c, LDL-c aumentados con
respecto al grupo control. Por su parte, los nifios
obesos con RI presentan ademas niveles elevados
de triglicéridos, los cuales se correlacionan con el
hiperinsulinismo observado en estos nifios. Por
el contrario el valor de la fraccién HDL-c se vio
significativamente disminuida con respecto al
grupo control en ambos grupos en estudio. Estas
alteraciones en la dinamica lipidica suelen estar
relacionadas a desordenes metabdlicos como la RI
y la obesidad.

Estasalteracionesen el metabolismo de carbohidratos
y lipidos del nifio con obesidad obligan a realizar
una evaluacioén integral del paciente, con el fin
de evaluar la posible etiologia de su obesidad. El
perfil tiroideo es uno de los exdmenes auxiliares
mas importantes en la actualidad, debido a que la
ganancia de peso ponderal podria relacionarse con
un mal funcionamiento tiroideo.

Todos los nifios del estudio presentaron niveles de
hormonastiroideasdentrodelosvaloresdereferencia
para las mismas. Con respecto a los valores de T3T
no se observaron resultados diferentes entre ambos
grupos de niflos con obesidad, y no hubo diferencia
significativa con respecto al grupo control. Para T4T
se observo, en el grupo de nifios control, una media
mayor significativamente que en los dos grupos de
ninos obesos sin RI y con RI.

La disminucién de valores de T3T y T4T en los
grupos de niflos obesos con y sin RI, podria ser una
sefial de disminucion o interrupcion de la sintesis
y metabolismo de estas hormonas, causada por
la hiperglicemia, hiperinsulinemia y sefales de
inflamacién presentes en la poblacion en estudio,
tomando en consideraciéon que una de las funciones
de las hormonas tiroideas es el aumento de la
glucogendlisis y gluconeogénesis (29), siempre y
cuando el organismo asi lo demande. Bajo un
ambiente hiperglicémico habria que evaluar si la
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sintesis de estas hormonas se ve disminuida con el
fin de compensar el exceso de glucosa, disminuyendo
asi dos procesos que mads bien exacerbarian la
hiperglicemia ya presente en el individuo RI.

Eneste estudio,lainmunoreactividad de TPO fue baja
en todos los grupos de participantes investigados.
En contraste, Marzullo y col. (30) mostraron un 23%
de positividad para la inmunoreactividad de TPO en
una cohorte de pacientes obesos, que es superior a la
frecuencia reportada en el presente estudio (6%), no
encontrandose diferencia significativa con respecto
a la positividad en el grupo control. Glastras y col
reportaron 7,8% de niflos con DM1 con anti-TPO
positivo y describen que de esos 46,2% desarrollaron
enfermedad tiroidea en 13 anos, lo que hace
importante el seguimiento de estos nifios en el
tiempo (31).

Con respecto a los resultados de positividad para los
anti-Tg, se encontrd en el grupo de nifios obesos con
RI una positividad de 37,1% con un RR=2,23 IC 95%
(1,09 - 4,54) al compararla con los otros dos grupos
estudiados. Por lo general los anti-Tg son positivos en
conjunto con una elevaciéon de anti-TPO, colaborando
al diagnoéstico de una enfermedad autoinmune
tiroidea. En este estudio solo 2 nifios obesos (1 niflo
obeso sin RI y 1 nifio obeso con RI) tienen positivos
ambos anticuerpos. La alta positividad de anti-Tg
hallada en los nifios obesos con RI, podria sugerir la
presencia de algtin trastorno de la funcidn tiroidea o
el inicio de una reaccién inflamatoria intratiroidea
que pudiera progresar a una enfermedad autoinmune
tiroidea, por lo que se debe realizar un seguimiento
de la poblacidén en estudio para observar si se genera
un incremento en los autoanticuerpos tiroideos.

Existe una clara asociacion entre la presencia de
titulos elevados de anti-TPO y anti-Tg en sangre con
la destruccién tisular de la tiroides que se origina
durante la reaccion inflamatoria autoinmune. No se
sabe con certeza si estos autoanticuerpos son causa o
consecuencia de la enfermedad (32).

Varios investigadores han reportado que tanto
anti-TPO como anti-Tg pueden encontrarse en
determinaciones analiticas de poblacion “normal”
con actividad tiroidea normal (entre 10 y 12%). En
este estudio la presencia de anticuerpos antitiroideos
positivos (anti-TPO y anti-Tg) en los 150 nifos
evaluados fue de 22,7% superior a la reportada por
otros investigadores en la poblacion general de 12%
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y de 12,7% reportada por Bricefio y col en nifios
venezolanos con DM1 (33).

Los autoanticuerpos de tipo sistémico sirven como un
despistaje de EA (34). En nuestro estudio se evaluaron
5 autoanticuerpos de este tipo, los ANA, ANCA,
ASMA, AMA y ACPG, sin embargo, no se encontro
una reactividad significativa en estos anticuerpos.

Al evaluar individualmente cada uno de estos
autoanticuerpos se obtuvo que los ANA resultaron
positivos en 1% de los pacientes obesos con y sin RI,
mientras que en el grupo control la positividad fue de
un 5%. Este hallazgo no posee significancia clinica ya
que se ha reportado la presencia de estos anticuerpos
en hasta un 20% de personas sanas y hasta un 10% de
ninos sanos (35,36). Aun cuando se ha encontrado en
poblacion sana es importante hacer un seguimiento
a estos pacientes para poder descartar la asociacion
temprana con una EA (37).

Con respecto a los ANCA se evaluaron 2 patrones,
p-ANCA y c-ANCA. En el primero se encontrd
positividad en 1% delos nifios obesos con RI, en el grupo
de obesos y grupo control no se encontré reactividad.
Mientras que en el caso de c-ANCA no se encontro
reactividad en ninguno de los grupos estudiados. Por
su parte, para los autoanticuerpos ASMA y AMA no
se encontr6 ningun resultado positivo en la poblacién
analizada.

En este estudio se encontr6 la presencia de anticuerpos
anti-célula parietal gastrica ACPG en 3,64% de los
nifos obesos sin RI, 2,86% de los obesos con RI y
10% de los nifios controles. Este resultado se muestra
interesante aun cuando no fue significativo. Los
ACPG son autoanticuerpos dirigidos especificamente
contra la enzima ATPasa H+/K+ de las células
parietales gastricas, se asocian principalmente con
la anemia perniciosa (AP) y la gastritis cronica
autoinmune (GCA), aunque también se relacionado
con algunas endocrinopatias autoinmunes como la
tiroiditis autoinmune, DM1, enfermedad de Addison,
hipoparatiroidismo primario y enfermedad de Graves,
entre otras (38).

La presencia de anticuerpos ICA estd asociada con
un progresivo deterioro en la funcién de las células
B y se consideran marcadores serolégicos de la DM1.
Esos anticuerpos aparecen afos antes de presentarse la
enfermedad, por lo que son usados como marcadores
prondsticos o de riesgo y su hallazgo es de gran
importancia, ya que su detecciéon en esta etapa pre-
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clinica como biomarcadores, es util para implementar
medidas preventivas (39).

El primer autoanticuerpo en aparecer durante la pre-
diabetes en especial en niflos es el anticuerpo anti-
insulina (IAA) y el hallazgo de mas de uno de estos
autoanticuerpos aumenta el riesgo de desarrollar DM1
(39,40).

Aun cuando en este estudio la deteccién de los
anticuerpos contra los islotes ICA, resulté negativa
para todos los grupos evaluados, es conveniente
hacer un seguimiento a través del tiempo, ya que si
el estado proinflamatorio que se ha descrito para los
pacientes obesos persiste, podria inducir la produccién
de autoanticuerpos que reaccionen, por ejemplo,
contra ciertas estructuras tisulares como los islotes
de las células beta del pancreas, para desencadenar a
futuro DM1. La deteccidn de este tipo de anticuerpos
en poblacion susceptible, favorece el diagndstico
temprano de la enfermedad o incluso evidenciar un
estado subclinico que permitiria a su vez un tratamiento
de forma preventiva.

Conclusiones

La obesidad grave es un factor que contribuye
con la apariciéon de GAA e IG la cual puede estar
acompanada de hiperinsulinismo y RI. Ademads, la
obesidad esta asociada a alteraciones en el perfil
lipidico (aumento de colesterol total y triglicéridos
y disminuciéon del HDL-c) que en conjunto estan
asociadas a la susceptibilidad de desarrollar SM
por lo que hace necesario realizar seguimiento y
tratamiento oportuno a estos nifios para prevenir
enfermedades cronicas trasmisible como la DM2,
hipertensién y enfermedades cardiovasculares a
edades tempranas. Aunado a esto la positividad
encontrada de anticuerpos anti-Tg en el grupo de
ninos obesos con RI resulta importante mantener
bajo alerta, debido a que la presencia de estos
autoanticuerpos podria sugerir la presencia de
algan trastorno de la funcioén tiroidea o el inicio de
una reaccidon inflamatoria intratiroidea que pudiera
progresar a una enfermedad autoinmune tiroidea.

Recomendaciones

Continuar estos estudios en la poblacién infantil con
obesidad y/o RI a fin de establecer un diagndstico
precoz de enfermedades metabdlicas como la DM2

Biomarcadores de autorreactividad en nifios pre-ptiberes obesos
con/sin resistencia a la insulina

o sindrome metabdlico, ademas de trastornos de la
funcidn tiroidea o enfermedad autoinmune tiroidea
a fin de implementar las medidas terapéuticas
oportunas.
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RESUMEN:

Las infecciones respiratorias pulmonares invasoras causadas por Scedosporium spp, ocupan el segundo lugar
después de Aspergillus spp., las manifestaciones en pacientes inmunocompetentes son ocasionales. Se presenta caso
de un paciente masculino de 44 afios con una lesion de aspecto tumoral en el pulmon izquierdo, estableciéndose
diagnostico presuntivo por anatomia patoldgica de micosis pulmonar y definitivo por cultivo micolégico para el
complejo Scedosporium apiospermum, al paciente le fue practicado procedimiento quirdrgico y tratamiento con
Itraconazol obteniendo una recuperacion exitosa.

Palabras claves: Scedosporiosis, complejo Scedosporium apiospermum, infecciéon pulmonar, Itraconazol.

SCEDOSPORIOSIS PULMONARY: A CASE REPORT

SUMMARY

Invasive pulmonary respiratory infections caused by Scedosporium spp, occupy second place after Aspergillus spp.
The manifestations in immunocompetent patients are occasional. We present a case of a 44-year-old male patient
with a tumor-like lesion in the left lung, establishing a presumptive diagnosis by pathological anatomy of pulmonary
mycoses and definitive mycological culture for the complex Scedosporium apiospermum, the patient was given surgical
procedure and treatment with Itraconazole obtaining a successful recovery.

Keywords: Scedosporiosis, Scedosporium apiospermum, lung infection, Itraconazol.

industrial, por tanto, la inhalaciéon de conidias y el
contacto con aguas residuales suelen ser las vias de
exposicién mas habituales. (2-3).

Introduccion

La scedosporiosis es causada por el hongo

Scedosporium.  Scedosporium  prolificans  y
Scedosporium apiospermum han sido las tunicas
especies reconocidas del género Scedosporium
causantes de infeccién en el humano. Estudios
moleculareshan demostrado que S. apiospermum es
realmente un complejo compuesto de ocho especies:

Scedosporium  boydii (teleomorfo Pseudallescheria
boydii), Scedosporium  apiospermum (teleomorfo
Pseudallescheria apiosperma), Pseudallescheria

ellipsoidea, Pseudallescheria angusta, Pseudallescheria
fusoidea, Pseudallescheria minutispora, Scedosporium
dehoogi y Scedosporium aurantiacum (1). Estas
especies de hongos se encuentran habitualmente
en el ambiente, suelos agropecuarios y de jardin,
alcantarillados, estanques sedimentados; también
pueden utilizar gas y compuestos aromaticos como
fuente de carbono impulsando la contaminacién
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El complejo S. apiospermum puede pasar a ser
patégeno dependiendo del tipo de paciente
afectado y la puerta de entrada; puede presentarse
bajo cuatro formas clinicas: a) Micetoma; b)
infeccion oportunista, ¢) infeccidén no oportunista,
y d) sindrome de asfixia por inmersion (1,3-4). Se
describe caso con afectacion pulmonar causada
por el complejo Scedosporium apiospermum en
un paciente inmunocompetente.

Caso clinico

Paciente masculino de 44 afios de edad del interior
del pais, asiste a consulta ambulatoria en centro
médico privado de la capital en el 2006 por
presentar tos con expectoracién blanquecina de
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mas de tres meses de evolucidn, aparte de esto
presenta buenas condiciones generales de salud.
Niega antecedentes alcohodlicos y tabaquicos.
Su oficio transcurre en ambientes refrigerados,
cavas y neveras con temperaturas menores a 0°C,
y almacenamiento de productos pasteurizados.
En la radiografia de térax indicada se evidencio
una lesion de aspecto tumoral en el l6bulo inferior
del pulmén izquierdo de aproximadamente 5 cm,
sin adenopatias mediastinales. Los examenes
de laboratorio para ese momento reportaron:
leucocitos 10.000 céls/pL, neutrédfilos 75%,
linfocitos 23%, monocitos 2%, hemoglobina 14.3 g/dL,
hematocrito 45%, contaje de plaquetas 320.000 cél/uL
y PCR 5 mg/dl (VN < 0.5 mg/dl).

Previo consentimiento, se le realizd una biopsia
transtoracica izquierda guiada por tomografia.
Fueron obtenidas varias muestras del 4rea afectada,
enviandose al laboratorio de microbiologia vy
anatomopatologia. Se indicé su alta. El reporte
microbiolégico para bacterias fue negativo a
las 72h de incubacidon, coloracién de Giemsa
y KOH al 20% no se observaron estructuras
fangicas y coloracion de Ziehl Neelsen no se
observaron bacilos acido resistentes. Pendiente
resultados definitivos de los cultivos de hongo y
micobacterias a los 30 y 60 dias respectivamente.
Anatomia  patolégica  informé  mediante
coloraciéon de hematoxilina eosina con aumento
400X, una reaccion granulomatosa profunda, con
granulomas tuberculoides poco sugestivos, escasa
corona linfocitaria y células gigantes. A pesar
de la escasa orientacién de anatomia patolégica
para el diagndstico de tuberculosis, el paciente
es referido a la unidad sanitaria para tratamiento
anti-tuberculoso con isoniacida, rifampicina y
pirazinamida por tres meses; el etambutol no fue
administrado debido a que no habia diagnéstico
certero de tuberculosis pulmonar activa.

El paciente regresa a la consulta antes de los tres
meses, con mayor expectoraciéon mucopurulenta,
tos frecuente y fiebre; al examen fisico presentd
moderado murmullo pulmonar, crepitaciones y
sibilancias respiratorias difusas abundantes. El
control radiolégico simple de téorax y tomografia
axial computarizada se observd persistencia y
aumento de la lesidén, con caracteristica solida
de aspecto tumoral y discreto derrame pleural.
Resultados de laboratorio para ese momento

Scedosporiosis Pulmonar: A propésito de un caso

fueron: leucocitos 18.000 céls/pL, neutroéfilos
87%, linfocitos 7%, monocitos 6%, hemoglobina
14.8 g/dL, hematocrito 47%, contaje de plaquetas
308.000 cél/pL, VSG 78 mm 1 hora, PCR 22 mg/dl
(VN < 0.5 mg/dl), VDRL no reactivo, VIH (elisa)
negativo y serologia para hongos (Histoplasma,
Paracoccidioides, Coccidioides y Aspergillus)
negativa. Los cultivos pendientes para hongos y
micobacterias de la biopsia transtoracica izquierda
guiada por tomografia fueron negativos a la fecha.

El caso fue discutido nuevamente y se practicéd
toracotomia y lobectomia izquierda. Se encontré
un proceso inflamatorio, paquipleuritis adhesiva que
ingresa en el pulmoén a predominio del lébulo
inferior encarcelado. Le fue separado el pulmoén, y
efectuado una lobectomia inferior y decorticacién
pleuropulmonar (pleurectomia), se encontraron
lesiones quisticas con un liquido muy denso de
color marrdn oscuro, esta muestra fue enviada al
laboratorio de microbiologia y anatomopatologia.
Se colocaron drenajes toracicos, el paciente fue
llevado a la unidad de cuidados intensivos por

48 horas evolucionando satisfactoriamente,
indicandosele  antibidticos  por  profilaxis
(ciprofloxacina y piperazilina/tazobactam).

Posteriormente el paciente fue enviado a cuidados
minimos e indicada su alta su alta a las 72h.

Los reportes microbioldgicos informaron cultivo
bacteriano negativo a las 72h. Examen directo con
KOH al 20% positivo con presencia de hifas hialinas
tabicadas. Coloracién de Ziehl Neelsen negativa.
Los resultados histoldgicos mediante la coloracion
de hematoxilina eosina con aumento de 400X
reportaron: neumonitis intersticial cronica con
marcada fibrosis y hemorragia reciente; pleuritis
cronica granulomatosa con extensa hemorragia,
fibrosis y proliferacién vascular sugestiva a una
micosis pulmonar. Se indicé tratamiento con
itraconazol de 200 mg dos veces al dia por 6 meses,
se omitio la terapia antituberculosa. Para el control
establecido posterior a los tres meses se encontro
que el paciente tenia escasa expectoracidén, no
tenia tos ni fiebre y la radiografia simple y la tomografia
axial computarizada reflej6 normalidad, solo se
apreciaron los cambios de la post lobectomia
inferior izquierda. Se dejo el tratamiento hasta cumplir
los seis meses sin presentar recaida. El resultado del
cultivo para micobacterias de la segunda muestra
fue reportado negativo.
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Estudio micolodgico

1 era. Muestra. Biopsia de pulmén, examen
directo con KOH al 20% y coloracién de giemsa no
se observaron estructuras fingicas; se sembro en
medios de agar sabouraud dextrosa, agar mycosel
y agar BHI a 25° C. Esta muestra fue observada
semanalmente por un mes, donde no hubo
crecimiento de ningin hongo patégeno a los 30
dias incubacion.

2 da. Muestra. Liquido denso de color marrén
oscuro, al examen directo con KOH al 20% y
coloracién de giemsa se observaron hifas hialinas,
tabicadas, algunas con angulos de 45° y escasas
blastoconidias en forma de lagrima Figura 1. Fue
sembrada en medios de agar sabouraud dextrosa,
agar mycosel, agar BHI y agar papa dextrosa
(PDA) e incubadas a 25°C. Al cabo de 15 dias
hubo crecimiento de colonias algodonosas de
color blanquecino a gris claro, Figura 2; a partir

Figura 1. Hifas hialinas tabicadas y blastoconidias
ovaladas provenientes de la muestra # 2 (liquido denso)
examen al fresco con KOH al 20%.

Figura 2. Colonia filamentosa ligeramente algodonosa
de color blanquecino a gris claro con crecimiento de 15
dias en agar sabouraud dextrosa.
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del PDA se realizé examen directo con azul de
cotton observandose hifas hialinas tabicadas con
abundantes conidios en solitario redondeados en
los extremos con una base truncada que nacen
de un conidiéforo corto que a su vez nacen
del conglomerado de hifas descritas, siendo
esta descripcion compatible con el complejo
S. apiospermum, Figura 3.

. e A o i A
Figura 3. Examen directo de la colonia proveniente
del PDA con azul de Cotton, se observan hifas
hialinas tabicadas y conidios en solitario redondeados,
compatibles con el complejo S. apiospermun.

Discusion

La scedosporiosis es la segunda afeccién por
hongos filamentosos después de la aspergilosis
en infecciones del tracto respiratorio inferior (5-
6). El complejo Scedosporium apiospermum se
encuentra universalmente distribuido y existe una
variedad de infecciones descritas para este hongo,
donde se destacan las infecciones pulmonares
invasoras en pacientes inmunocomprometidos (7),
mientras que en pacientes inmunocompetentes
las infecciones pulmonares invasoras son poco
frecuentes (3), como en el presente caso. Tekavec
y col., (8) reportaron un caso de un trabajador
de limpieza de aguas termales en cuyo fondo
existia dicho hongo. También un paciente
inmunocompetente con una herida perforada
en el pecho presenté neumonia por el complejo
S. apiospermum (9). Otro autor sefiala que la
exposicién ocupacional al polvo puede ser una
fuente causal de neumonia, y también sugiere el
consumo de tabaquicos (10), habito que no tenia
el paciente en el presente caso y su lugar de trabajo
se desarrollaba en zonas de humedad y frio.

La mayoria de los pacientes presentan sintomas
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respiratorios asociados a tos, expectoracion
purulenta, pérdida de peso, fatiga, disnea e
insuficiencia respiratoria, y se describe que
la mayoria de los casos con scedosporiosis
han coexistido con trastornos pulmonares
preexistentes como tuberculosis, sarcoidosis,
trasplante de pulmon, artritis, bronquitis cronica,
neumonia bacteriana o fibrosis quistica (4,11). En
el presente caso se descartd infeccion bacteriana;
inicialmente hubo sospecha de tuberculosis que
fue descartada por coloraciones y dos cultivos
para micobacterias provenientes de muestras
diferentes del area pulmonar; pero existia una
neumonitis cronica descrita en el segundo informe
anatomopatoldgico donde involucraba un agente
microbiolégico a investigar. El paciente de este
caso no tenia una enfermedad subyacente, pero si
una predisposicion por el ambiente de trabajo.

En las infecciones pulmonares invasoras y no
invasoras por especies de Scedosporium existen
casos reportados con ausencia del hongo en las
secciones del tejido pulmonar o material purulento
necrotizante con cultivos positivos (6), situacion
diferente al caso presentado donde se observd en
la segunda muestra el hongo tanto en el examen
directo como su crecimiento en cultivo.

Histopatoldgicamente la  scedopsoriosis es
idéntica a una aspergilosis, por ello realizar el
cultivo es de importancia microbiolégica para
identificar el agente causal, y hacer discriminacion
con hongos frecuentes como Aspergillus spp., y
orientar el tratamiento (9). En el presente caso
por las condiciones estables y la funcién pulmonar
que tenia el paciente se planted el tratamiento
quirdrgico con fines curativos, ya que en otro
tipo de pacientes con un compromiso y deterioro
pulmonar basal no es recomendado pues se asocia
a una alta mortalidad y morbilidad de 7-23%
(6,12-13). Un estudio en Australia demostro que el
complejo S. apiospermum representdé un 6% como
causante de infecciones pulmonares invasivas
respecto a S. prolificans con 46% (14). Por tanto,
cultivo positivo de una biopsia, material aspirado o
removido de un lugar estéril debe ser considerado
significativo.

Encuantoatratamientoel complejo S. apiospermum
parece ser mds susceptible a los antifungicos de uso
sistémico que S. prolificans. Hasta los momentos
se considera al voriconazol como el antifungico de
eleccidn para la scedosporiosis, observandose una
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concentraciéon minima inhibitoria de 0.125 a 2 pg/
ml, pero la mayoria de los estudios in vitro para el
complejo S. apiospermum son sensible a miconazol,
ketoconazol, itraconazol y posaconazol (15);
también se observa buena respuesta a terbinafina
(16), caso contrario a anfotericina B donde algunas
especies del complejo Scedosporium no responden
a este antifungico (4); pero en la mayoria de casos
clinicos registrados en la literatura cada uno tiene
diferentes enfoques terapéuticos, por lo que seria
de gran utilidad realizar estudios de sensibilidad a
pesar de que no hayan protocolos estandarizados
para este tipo de hongo y tener mayor orientacién
terapéutica (15). Por otra parte, para los hongos
miceliales no existe una correlacién in vitro versus
in vivo, ya que la prueba de sensibilidad in vitro
para estos hongos tiene un valor predictivo bajo
respecto a la respuesta clinica (17); en este estudio
no se realizé la sensibilidad. A pesar de que
itraconazol puede presentar fracasos terapéuticos
debido a la absorciéon errdtica, indicaciones
empiricas del antifiingico y el tiempo de duracién
del mismo (5), se debe discutir y analizar cada
caso en particular. En el presente caso itraconazol
fue el tratamiento y la dosificacién mas acertada
para la completa resolucion de la enfermedad en
este paciente.

Podemos concluir de este caso clinico que el cultivo
es necesario para identificar el microorganismo
patdgeno, en este caso el complejo S. apiopermum,
ya que es la inica manera de diferenciarlo de las
especies de Aspergillus. La reseccion pulmonar es
el primer paso al tratamiento de eleccién en este
caso, seguido del antifungico adecuado, que va a
permitir la eliminaciéon del agente infeccioso. El
reporte de este caso se retoma debido alo inusual en
personas inmunocompetentes donde la presencia
de neumonias atipicas nos abre un panorama en
la busqueda de este tipo de agentes etioldgicos
como causantes de infecciéon pulmonar. En la
revision realizada de la literatura en Venezuela
no se encontré hasta los momentos algiin caso
reportado de este hongo en este tipo de pacientes.
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RESUMEN:

Las proteasas, también llamadas peptidasas, son enzimas que participan en el catabolismo de proteinas, hidrolizando
enlaces peptidicos. La amplia distribucién de estas enzimas entre plantas, animales y microorganismos demuestra
que son necesarias para los seres vivos, desempefiando un rol fundamental en procesos biolégicos muy diversos.
Ademas del rol fisiolégico que juegan dentro del metabolismo de los seres vivos, los avances tecnolégicos proponen
nuevas aplicaciones que van desde su uso en procesos industriales, pasando por la biorremediacién, hasta los estudios
en protedmica, en los que se han identificado moléculas blanco de importancia para diagnoéstico y terapéutica. Se
presenta un breve resumen de las categorias generales de las proteasas de interés clinico y biotecnolégico, asi como
las estrategias utilizadas actualmente para su caracterizacion.

Palabras claves: Proteasas, enzimas, diagnostico, biotecnologia, peptidasas.

PROTEASES: VERSATILE ENZYMES

SUMMARY

Proteases, also called peptidases, are enzymes that participate in protein catabolism, hydrolyzing peptide bonds. The
wide distribution of these enzymes among plants, animals and microorganisms demonstrates that they are necessary
for living beings, playing a fundamental role in very diverse biological processes. In addition to physiological role
they play in metabolism of living beings, technological advances propose new applications that range from their use
in industrial processes, through bioremediation, to studies in proteomics, in which white molecules of importance
have been identified for diagnosis and therapy. A brief summary of general categories of proteases of clinical and

biotechnological interest is presented, as well as the strategies currently used for their characterization.

Keywords: Proteases, enzymes, diagnosis, biotechnology, peptidases.

Introduccion

El término enzima fue acufiado por Wilhelm
Kithne en 1876, quien trabajaba con una molécula
de gran importancia en el proceso digestivo de la
albumina. Hoy en dia sabemos que la molécula con
la que trabajaba este investigador es la tripsina,
enzima proteasa, responsable de la ruptura de otras
proteinas mediante hidrdlisis (1). Es en la década
de 1930 cuando John H. Northrop y Moses Kunitz
aislan y caracterizan enzimdticamente la tripsina,
definiendo sus precursores e identificando sus
inhibidores (2).

Las proteasas son enzimas que participan en el
catabolismo de proteinas, hidrolizando enlaces
peptidicos. Aproximadamente el dos por ciento
del genoma humano codifica para compuestos con
actividad proteolitica (3). Ademds de su papel
en procesos metabolicos, que incluyen desarrollo
embrionario, diferenciacion (4), respuesta inmune,
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apoptosis (5), entre otros, muchas proteasas
son utilizadas en aplicaciones biotecnoldgicas a
nivel industrial (6). En términos evolutivos estas
moléculas constituyen probablemente una de las
mads antiguas familias de enzimas. Casi todos los
organismos, incluyendo virus, tiene al menos
una peptidasa (7). Estas enzimas producen el
desensamblaje de moléculas proteicas para crear
un pool de aminoacidos libres necesario para la
sintesis de nuevas proteinas.

Las proteasas regulan el destino, la localizacion
y la actividad de muchas proteinas, modulan las
interacciones proteina-proteina, crean nuevas
moléculasbioactivas,contribuyenal procesamiento
de la informacion celular y generan, traducen y
amplifican sefiales moleculares (8). Debido a la
irreversibilidad de la actividad proteolitica, ésta
se encuentra estrictamente controlada a diferentes
niveles para prevenir una activacién inadecuada.
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Laregulacionse daanivel de transcripcion o a nivel
proteico, es decir sobre la misma proteasa, ya sea
que éstadebaactivarse por estar expresada en forma
de zimogeno (precursor inactivo o proenzima), o
porque se unen a ella otras moléculas que actiien de
moduladores de actividad, cofactores o inhibidores
(9). Fallas en la regulacién pueden ocasionar
proteolisis inadecuada como la que se observa
en procesos patolégicos como el cancer, algunas
enfermedades cardiovasculares, inflamatorias
(10), neurodegenerativas, bacterianas, virales y
parasitarias (11).

Las enzimas proteasas también cobran relevancia
en el diagndstico: la utilizacion del activador del
plasminégeno y de su inhibidor PAI 1 que estdn
entre los marcadores de diagndstico y prondstico
del cdncer de mama (12) y de enfermedades
cardiovasculares (13); igualmente el Antigeno
Prostatico Especifico (PSA), enzima proteasa
utilizada como marcador para el diagndstico del
cancer de prostata (14).

Algunas proteasas son especificas para la escision
del enlace peptidico en una proteina especifica,
como el caso de la enzima convertidora de la
angiotensina, sin embargo, muchas proteasas
son relativamente inespecificas y algunas
son francamente promiscuas, actuando sobre
multiples sustratos de manera indiscriminada,
tal es la descripcion que se hace de la Proteinasa
K, considerada una serina-proteasa de amplio
espectro producida por un hongo Tritirachium
dalbum, de uso en técnicas de biologia molecular
(15).

Clasificacion
El Comité de Nomenclatura de la Unién
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular
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las ha nombrado segun la reaccién que catalizan,
identificindolas de manera general como
hidrolasas (Grupo 3), subgrupo 4, que hidrolizan
enlaces  peptidicos. Las proteasas fueron
clasificadas inicialmente como endopeptidasas
y exopeptidasas segin la ubicacién del enlace
peptidico de interés en la molécula sustrato.
Ademas, las exopeptidasas estan divididas en:
aminopeptidasa, si actua en el extremo amino
terminal de la cadena y carboxipeptidasa si lo
hacen sobre el enlace peptidico del extremo
C-terminal. Sin embargo, la informacién
disponible en cuanto a estructura y mecanismos
de accién ha hecho posible un nuevo esquema de
clasificacion, que considera la estructura terciaria
y los sitios cataliticos, agrupandolas en clanes y
estos divididos en familias (http://www.merops.
sanger.ac.uk) (Tabla 1) (16).

Cada clan provee informaciéon acerca de la
estructura catalitica de la enzima y toma su
nombre del aminodcido principal o metal presente
en el sitio activo:

Aspartico peptidasa (A): Son proteasas acidas
(E.C.3.4.23), especificamente endopeptidasas, que
se caracterizan por una secuencia conservada de
aspartico -glicina- treonina en su sitio activo. Se
encuentran distribuidas en una amplia variedad
de  microorganismos, donde desempefian
funciones importantes en la nutricion y Ila
patogenia, ademas de poseer otras caracteristicas,
como alta actividad catalitica y estabilidad en pH
acido, lo que las vuelve atractivas para su uso en
industrias como la alimentaria, especificamente
en la industria ladctea (17). Por otro lado, en el drea
farmacolégica, se ha identificado y caracterizado
peptidasas asparticas en T. cruzi que pueden ser
utilizadas como moléculas blanco para el disefio
de farmacos que inhiban la accién de enzimas

Tabla 1. Sistema MEROPS de clasificacion de proteasas.

Nivel Descripcion

Peptidasas  Las peptidasas se distinguen entre si por diferencias en la actividad enzimatica, por la
estructura y por el origen genético

Familia Una familia incluye a todas las peptidasas que presentan homologia de su secuencia
aminoacidica, particularmente en la region de la molécula responsable de la actividad
enzimadtica

Clan Un clan es un conjunto de familias en las que todas las peptidasas han evolucionado a partir

de un unico ancestro. Las familias en el mismo clan tienen en comun que las peptidasas
que las integran exhiben tipos de plegamiento similar

< ESPECIALISTAS

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2018; Vol 21(1): 25-32




Gabriela Romero y Aura Palencia

que estan relacionadas con la transformacion de
tripomastigotes en amastigotes y el desarrollo
intracelular de amastigotes del pardsito (18).

Cisteina peptidasa (C): llamadas también tiol-
proteasas (E.C. 3.4.22), estan presentes en
procariotas y eucariotas. Su actividad depende de
una diada catalitica cisteina-histidina cuyo orden
difiere entre familias, siendo las mds importantes:
la papaina (EC 3.4.22.2), las calpainas (EC
3.4.22.52/53), la clostripaina (E.C 3.4.22.8) y
la interleukina B1 convertasa o de las caspasas
(EC 3.4.22.36), estudiadas por su relacién con la
muerte celular programada o apoptosis (19,20).

Se sabe que existen cisteina-proteasas responsables
de muchos procesos bioquimicos que ocurren
en los organismos vivos. Por otro lado, también
estan implicadas en el desarrollo y la progresién
de varias enfermedades basadas en el recambio
anormal de proteinas. En este orden de ideas, las
calpainas son enzimas dependientes del calcio
que determinan el destino de las proteinas a
través de la actividad proteolitica regulada. No
solo participan en la modulacién de la memoria,
sino que se consideran clave para la patogénesis
de la enfermedad de Alzheimer (EA) de aqui
que la identificacion y caracterizacion de estas
enzimas cobre particular importancia, asi como el
estudio de sus inhibidores en la bisqueda de la
terapéutica para frenar el avance de la enfermedad.
En este sentido, Hasanbasic y col., explican que
la inhibicién de la calpaina también mejora la
memoria de trabajo espacial y la memoria de
miedo asociativa debido a la restauracion de los
niveles normales de fosforilacién del factor de
transcripcién CREB (21).

Métalo peptidasa (M): son hidrolasas (EC
3.4.24) en las que se requiere una molécula de
agua activada por uno o dos cationes metalicos
para hacer el ataque nucleofilico sobre el enlace
peptidico. De manera general el cation es divalente,
frecuentemente zinc, aunque en algunos casos, el
zinc puede ser reemplazado por otro metal como
cobalto o niquel sin pérdida de la actividad. Estan
presentes en organismos superiores y su funcion
es degradar proteinas de la matriz extracelular.
También se relacionan con la activaciéon de
factores de crecimiento y con adhesinas. Se han
observado cinco tipos: colagenasas, gelatinasas,
estromelisinas, metaloproteasas de membrana
(MT-MMP) y otras MMP. Las enzimas de esta
familia formadas por un solo catién presentan
un centro catalitico conservado formado por
dos residuos histidina que se unen al catiéon y un
residuo glutamato. Las metalo-peptidasas con
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un solo ion metdlico catalitico pueden ser exo o
endopeptidasas mientras que todas las metalo-
peptidasas con iones metdlicos co-cataliticos son
exopeptidasas. Actualmente en la base de datos
MEROPS se encuentran registrados 16 clanes y
mads de 60 familias (22).

En referencia a estas enzimas, cobra importancia
médica las presentes en el veneno de serpientes, se
sabe que aproximadamente el 30% del contenido
del veneno de los vipéridos son metaloproteasas,
por lo que estas enzimas estarian fuertemente
ligadas al proceso de envenenamiento, en
particular al efecto hemorragico, asi como a la
degradacion de proteinas tisulares y plasmaticas
(23). Estas proteinas no sdlo son de utilidad para
la investigacion del envenenamiento sino como
herramientas en el andlisis de procesos bioldgicos
diversos como la agregacién plaquetaria y la
apoptosis.

Serina peptidasa (S): Las peptidasas serinicas
(EC 3.4.21) se caracterizan por la presencia de
un residuo de serina en el sitio activo, que actta
como nucleofilo sobre el enlace peptidico que sera
escindido. Estan presentes en virus, bacterias y en
eucariotasycumplenrolesvitalesenlosorganismos.
Son activas generalmente en pH alcalino o neutro
(7.0 - 11.0) y no requieren de activadores, aunque
algunas proenzimas son activadas por iones calcio
(16). Su estructura primaria de 4 clanes sugiere
que los mismos tienen ancestros distintos y que
evolucionaron originando el resto de serina -
proteasas. El mecanismo de acciéon es comun
usando una triada catalitica (serina-nucleéfilo;
aspartato-electrodfilo; histidina-base). Es inhibida
irreversiblemente por fenil metil sulfonil (PNSF) y
diisopropil fluorofosfato (DFP). Realizan funciones
significativas en una amplia gama de procesos
biologicos, como el metabolismo de proteinas
intra y extracelulares, la digestidn, la coagulacion
de la sangre, la regulaciéon del desarrollo y la
fertilizacion. Por ejemplo, se han identificado
varias serina-proteasas en helmintos pardsitos
que tienen roles importantes en el desarrollo y la
nutricion de los pardsitos, la invasion de tejidos
y células del huésped, la anticoagulacién, entre
otros. La caracterizacion molecular y bioquimica
de las serina-proteasas derivadas de estos parasitos
es, por tanto, fundamental para la comprensién
de la interaccién helminto-huésped y el control
exitoso de las infecciones por helmintos (24).

Glutamico proteasas (G): Han sido aisladas
principalmente de hongos y la familia G1 contiene
actualmente peptidasas de cinco especies de
Ascomycota. Se caracterizan por presentar
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estructura terciaria con diada catalitica formada
por residuos glutamina y glutamato que activan el
agua como nucleofilo y estabilizan el intermediario
tetraédrico (25).

Peptidasa de tipo desconocido (U): son enzimas
peptidasas agrupadas sin considerar el mecanismo
catalitico (EC 3.4.99), se conoce su secuencia
de aminoacidos y se han denominado “U” de
unclassified. Ademas, se les asigna un numero
arbitrario como por ejemplo la familia U32 para
peptidasas de Geobacillus thermoleovorans (26),
U28 que contiene la dipeptidasa E de E. coli, asi
como otras nomenclaturas, como en el caso de
la colagenasa HpPrtC de H. Pylori, y que se han
relacionado con la patogenicidad o factores de
virulencia de estos microorganismos (27).

Degradoma

Losavances en el estudio del genoma han permitido
identificar proteasas en animales, plantas, hongos
y bacterias, aplicando el término degradoma al
conjunto de proteasas expresadas en un momento
especifico por una célula, tejido u organismo
(28) y degraddmica al estudio de todas las vias
y reacciones en las que las proteasas participan a
través de un conjunto de técnicas especificamente
destinadas a caracterizar el degradoma para
alimentar bases de datos que permitan el acceso
libre a la informacion (29).

Usos

Para fines industriales las proteasas se han
clasificado en tres grandes grupos segtin el pH
optimo para su funcidén: neutras, cuya fuente
principal son las plantas; acidicas, provenientes
de hongos (25) y alcalino-proteasas aisladas a
partir de microorganismos (30). Esta clasificacion
es importante por la naturaleza del producto y
el proceso industrial que involucre el uso de la
enzima, igualmente se han considerado mejoras
en la resistencia a altas temperaturas propias de
los procesos industriales.

Farmacéuticos: Las funciones esenciales de
las proteasas en el comportamiento celular,
supervivencia y muerte de todos los organismos,
las alteraciones en los sistemas proteoliticos
subyacen en multiples patologias, como el
cancer, los trastornos neurodegenerativos y las
enfermedades inflamatorias y cardiovasculares.
Por consiguiente, muchas proteasas son un
foco principal de atenciéon para la industria
farmacéutica como objetivos potenciales de
farmacos o como biomarcadores de diagndstico
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y pronostico. Se ha reportado actividad sérica de
exoproteasas que permitirian predecir tipos de
cancer (31). Asi mismo conocer con precision el
mecanismo de activaciéon de una proteasa puede
proveer el potencial mecanismo por el que podria
ser modulada artificialmente (32).

Detergentes: El uso de enzimas para mejorar
el rendimiento de los detergentes ha sido
implementado desde los afios 60, para disminuir
el consumo de agua, reemplazar el uso de
ingredientes sintéticos y disminuir el consumo de
energia. Recientemente se ha probado la eficacia
de proteasas de origen animal y microbiano para
mejorar la eficiencia de marcas comerciales de
detergentes (33,34), destacando ademas la ventaja
de utilizar productos de desecho de la industria
de la goma como sustrato para favorecer el
crecimiento bacteriano (35).

Alimentos: la elaboracion de alimentos
implica el control de aspectos relacionados con
el valor nutricional y el contenido proteico.
Esto incluye digestibilidad, modificaciones
en textura, y sabor, beneficios a la salud tales
como capacidad antioxidante y reduccion
de compuestos alergénicos. Muchos de estos
procesos son desarrollados a través del uso de
proteasas especificas. La hidrolisis de proteinas
se ha wutilizado para modificar propiedades
funcionales de proteinas en los alimentos, por
ejemplo, solubilidad, gelificacién, emulsificacion,
entre otros. La protedlisis, ademdas de disminuir
el peso molecular también incrementa el nimero
de grupos ionizables y puede exponer grupos
hidrofébicos, lo que cambia las interacciones
fisicas o quimicas (36).

Otro aspecto relevante es el relacionado con
alérgenos alimentarios. Las alergias alimentarias
son definidas como respuestas inmunolodgicas
adversas a la ingesta de algin alimento. Los
alérgenos  alimentarios  son  generalmente
proteinas y la porciéon de proteina reconocida
por la IgE (mediador de la respuesta inmune) es
llamada epitope, que puede ser lineal o secuencial
dependiendo de la estructura primaria de la
proteina. Para “romper” el epitope se utilizan
proteasas y en algunas ocasiones un tratamiento
térmico (37).

Obtencion

Las fuentes principales para la obtenciéon de
proteasas de uso industrial son hongos, levaduras,
bacterias y plantas segin las caracteristicas y
uso que se requieran. Cepas de Bacillus subtilis,
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B. amyloliquifaciens, B. lichiniformis son
utilizadas para la obtencion de proteasas alcalinas.
Otras cepas de especies como Staphylococcus,
Flavobacterium, Serratia, Alcaligenes, Vibrio,
Brevibacterium, Pseudomonas y Halobacterium
también son reconocidas por producir proteasas
de uso industrial (38)

En los hongos, Aspergillus es el grupo
predominante para la produccién de proteasas,
sin embargo, estudios con cepas de Ophiostoma,
Myxococcus, Penicillium, Rhizopus y Neurospora,
han demostrado que se obtienen enzimas
con buen rendimiento (39). La naturaleza de
algunos procesos industriales requiere enzimas
“mejoradas” que puedan hacer su actividad en
rangos extremos de pH y temperatura, de alli que
se haya implementado la produccién de proteasas
recombinantes.

Proteasas Recombinantes

El uso de proteinas recombinantes ha
revolucionado la biotecnologia, debido a Ila
posibilidad de producirla en cantidades suficientes
a fin de poder analizarla y encontrar aplicaciones
para la industria. Entre los microorganismos de
uso mas frecuente para la produccion de proteinas
recombinantes se encuentra E. coli. (40). La
ventaja de usar E. coli como organismo huésped es
que ha sido ampliamente estudiada y su genoma
es conocido. Ademds, es un microorganismo
de crecimiento rapido en medios de cultivo sin
requerimientos especiales o costosos (41). Los
aspectos mas importantes para la produccion
de proteinas recombinantes son: eficiencia
transcripcional y traduccional, estabilidad del
vector de expresion y de los acidos ribonucleicos
(ARN) transcriptos, estabilidad de las moléculas
ante el ambiente proteolitico del hospedero y
la localizaciéon y plegamiento de la proteina
(40). También es necesario hacer un estudio
con diferentes cepas del organismo huésped y
seleccionar la mas adecuada para la expresion
de la proteina recombinante deseada. Un caso
relevante de produccidén de proteasas de interés
farmacoldgico lo constituye la estreptopaina, una
cisteina proteasa secretada por S. pyogenes que es
critica paralainfectividad total del huésped debido
a su capacidad para escindir las proteinas del
huésped (plasmindgeno, fibrindgeno), péptidos
antimicrobianos y anticuerpos. Esta proteasa
tambiénseconocecomo SpeB (exotoxina pirogénica
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estreptococica B) porque inicialmente se creia
que tenia actividad superantigénica, sin embargo,
ahora se conoce que la actividad originalmente
detectada era causada por contaminacién o co-
purificacién con superantigenos y por lo tanto, la
produccién recombinante en un sistema de E.coli
y la purificacién por cromatografia de afinidad
resulté una opcidén para obtener una proteina
pura y activa (42)

Métodos Para Caracterizacion

El método mas directo para verificar la actividad
proteasa es monitorear la hidrolisis de un sustrato.
Para esto los péptidos deben ser aislados e
identificados por lo que se han utilizado métodos
como electroforesis y zimografia en 1 y 2-D
para evidenciar la aparicién y caracteristicas de
los fragmentos (43). Sin embargo, la actividad
proteolitica puede ser indirectamente monitoreada
usando sondas sustrato que contienen una region
parecida al sustrato y que permitirian evitar el
proceso de separacion de los péptidos. Las sondas
son disefladas de manera especifica y pueden estar
acopladas a fluoréforos que se activan cuando
se produce la ruptura en la region especifica del
sustrato (44).

Una vision mdas amplia de los métodos de estudio
se plantea a través de enfoques de la degradémica

(tabla 2).

Consideraciones Finales

El Proyecto Genoma ha proporcionado una visiéon
amplia y en los ultimos afos mas detallada de la
composiciéon y caracteristicas del degradoma,
informaciéon que ha sido utilizada para mejorar
la calidad de vida del ser humano. Sin embargo,
queda mucha informacién por procesar, enzimas
por clasificar y caracterizar, definicién de sus
sustratos, entre otras cosas, investigaciéon que
ya se realiza a través del uso de bioinformatica,
minimizando asi el impacto que dichas
investigaciones pudieran tener sobre el ambiente.
Los procesos evolutivos y de adaptacion implicanla
expresion de nuevos genes y por tanto la aparicion
de nuevas enzimas, producto principalmente
del exposoma. Los avances en degraddmica y
los distintos enfoques contribuiran a enriquecer
bases de datos con informacién acerca de estas
moléculas, relacionadas con el comportamiento
celular, supervivencia y muerte de todos los
organismos vivos.

“ESPECIALISTAS
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Tabla 2. Enfoques de la degradémica

Técnica Nivel de Analisis Objetivo

Limitaciones

DNA microarrays Transcriptoma ARN mensajero
chips

Protease especific Proteoma

protein chips

Proteasa-activity Proteoma Proteasa activa
chips

Sustrato chips Proteoma Sustrato
Espectrometria de Proteoma Sustrato Proteasa
masas bidimensional

en tamden

Perfil electroforético ~ Proteoma Proteasa activa
basado en inhibidores

CL-MS basada Proteoma Proteasa activa
en inhibidores o

anticuerpos

Proteémica quimica  Proteoma Proteasa activa

El nivel de expresion no esta relacionado con
la abundancia de proteinas.

Proteina-proteasas Abundancia no refleja necesariamente la

actividad

Actividad no necesariamente indica el
sustrato escindido. Medida de niveles
absolutos sin considerar el recambio de la
proteasa

No identifica las proteasas activas. El sustrato
puede no tener la correcta conformacion
biolédgica tridimensional

Fragmentos de bajo peso y fragmentos con
punto isoeléctrico extremo no son resueltos
en geles bidimensionales. Proteinas de
membrana como receptores y adhesinas son
dificiles de estudiar por esta técnica

Faltan sondas especificas para todas las
proteasas. Es un método desnaturalizante

No cuantitativo

Pequenas cantidades de proteasas activas
pueden no ser inhibidas. Problemas de
toxicidad. Procesos relacionados con las
proteasas pueden ser inhibidos

Adaptado de Lopez y Overall, 2002.
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otros estudios internacionales y nacionales, incorporando
en la discusion el analisis de las referencias bibliograficas
actualizada relacionadas con el estudio. Establezca el nexo
entre las conclusiones y los objetivos del estudio , y cierre la
discusion con la conclusion mas importante del estudio o con
la propuesta de nuevas hipotesis, 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.
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Informacion para los autores

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 cartasal 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 autorizacién para reproducirlos y conceda
el reconocimiento al autor. No incluya mas de 5 cuadros,
maximo de 5 columnas y 8 filas.

Ilustraciones (Figuras) Las figuras deben estar dibujadas
en forma profesional (archivos electrénicos de las
figuras en formato JPEG o GIF). Se numeran en forma
consecutiva con numeros 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 comprensiéon 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 esta
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
resumenes. Los articulos aceptados pero que todavia no se han
publicado, se indican como “en prensa’, con la informacién de
la revista donde fue aceptado.
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Ejemplos de referencias:
Articulos de revista

Enumere los primeros seis autores y ariada 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 ]. Sobrepeso y obesidad infantil. Barcelona:

Editorial Océano; 2005.

3. Editores como autor:
Alemdn M, Bernabeu-Mestre |B, editores. Bioética y Nutricion.
Alicante. Universidad de Alicante: Editorial Agua Clara; 2010.

4. Capitulo de libro:

Lopez de Blanco M, Landaeta-Jiménez M. Los estudios
de crecimiento y desarrollo  fisico en  Venezuela.
En: Fano 'V, Del Pino M, Cano S, compiladores.

Ensayo sobre crecimiento y desarrollo presentado al Dr. Horacio
Lejarraga por sus colegas y discipulos. Buenos Aires: Paidos;
2011. p. 431-454.

Material electronico
5. Articulo de revista en Internet:

Vazquez de la Torre MJ, Vazquez Castellanos JL, Crocker
Sagastume R. Hipertension arterial en nifios escolares con
sobrepeso y obesidad. Respyn [Serie en Internet] 2011 Jul-Sep
[citada 5nov2011]; 12(3): [6 pantallas]. Se consigue en: URL:

http://www.respyn.uanl.mx/xii/3/articulos/Hipertension_
arterial.htm

Para otros ejemplos de formato de referencias bibliograficas,
los autores deberian consultar la pagina web: http://www.
nlm.nih.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
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