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EDITORIAL

Concluimos exitosamente el ano con el nimero dos del volumen 22 de la Revista Acta Cientifica
de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas. El 2019 fue un ano dificil por los
sucesos ocurridos en el pais y sin embargo, gracias a la participacién entusiasta de todos los
autores y del grupo editorial, logramos cumplir nuestros objetivos en tiempo y forma.

Tuvimos momentos de celebracion como la realizacién del V Congreso de la Escuela de Bioanalisis
UCYV, que se concretd en la Universidad Central de Venezuela los dias 25 y 26 de julio del afio
en curso en la Facultad de Farmacia, en la que asumimos el reto de la realizacion de este evento
con el apoyo de un excelente equipo de profesores de la Escuela de Bioanalisis-UCYV, colegas y
médicos que nos acompanan asegurando un alto nivel cientifico.

Nuestro objetivo es mantener al gremio actualizado y que se pueda dar el intercambio de
saberes entre conferencistas y asistentes para nutrirnos mutuamente. El Comité organizador
estuvo conformado por la MSc. Celsy Herndndez, Dra. Juvic Goncalves, MSc. Abiguey Vasquez,
Lic. Carlos Santacruz, MSc. Isidro Piedra, MSc. Yacelli Bustamante y mi persona como Presidenta
del mencionado Comité que ofrecid a nuestros Bioanalistas un programa cientifico de excelente
calidad, con las mejores conferencias dictadas por especialistas de cada area, el cual fue disfrutado
por mas de 400 profesionales, quienes aprovecharon este espacio cientifico no solo paraactualizarse
sino ademds como reencuentro con colegas de diferentes partes del pais.

En esta oportunidad la Revista Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas
Especialistas les presenta diversos tdpicos relacionados con distintas areas del Bioanalisis.
Comenzamos este numero con un articulo en el que los investigadores evaltian el efecto del
MgSO, sobre la produccién de citocinas en los explantes de placentas sanas del tercer trimestre
en condiciones inflamatorias y de hipoxia, un interesante articulo en el que demuestran que el
MgSO, posee acciéon anti-inflamatoria. Seguido presentamos un articulo en él que se presentan
los valores de referencia para Zinc y Cobre en niflos aparentemente sanos por la metodologia
de Absorcién atémica, siguiendo los patrones de control de calidad. Ademas se publica un caso
clinico de queratitis causada por Nigrospora sp. por el uso de lentes de contacto, lo que reviste
esencial importancia debido al manejo de queratitis por hongos para evitar el uso innecesario de
antimicrobianos y de afecciones que requieren de procedimientos quirtrgicos.

Finalizamos la edicion de este nimero, con un interesante articulo de revisién en el cual los
autores procuran dar a conocer sobre los nuevos avances de la espectrometria de masas
MALDI-TOF en el diagndstico clinico. Actualmente, esta técnica se ha convertido en una
alternativa no solo para el diagndstico temprano de enfermedades infecciosas sino también para
estudios epidemioldgicos que favorecen nuevas estrategias de prevencion y control.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2019; Vol 22 (2): 35-36 (&
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La Revista Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas es fruto de
mucho esfuerzo y trabajo en equipo, los desafios que nos planteamos ahora son los de mejorar
la calidad cientifica, continuar con la visibilidad de la revista buscando nuevas indizaciones y
sin duda mantener en alto a nuestra querida revista. Para lograr estos objetivos, necesitamos el
apoyo de los investigadores y de sus avances cientificos y tecnoldgicos, que permitan difundir
conocimientos del area de la salud y aplicar el conocimiento en beneficio de la sociedad.

Reciban todos un abrazo fraternal y sigamos adelante con esta importante encomienda.

Dra. Maria Fatima Garcés

Editora.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
*J de Bioanalistas Especialistas. 2019; Vol 22(2): 35-36.




ARTICULO ORIGINAL

SULFATO DE MAGNESIO Y SU ACCION ANTI-INFLAMATORIA EN EXPLANTES DE PLACENTA
Juvic Madeleyne Goncalves?, Ysabel Cristina Casart?, Maria Isabel Camejo®.

* Profesor Agregado. Jefe del Departamento de Ciencias Morfoldgicas. Jefe de la Catedra de Histologia. Jefe (E) de la Catedra
de Hematologia. Jefe (E) de la Catedra de Anatomia y Embriologia. Escuela de Bioanalisis. Catedra de Histologia. Facultad de
Medicina. Universidad Central de Venezuela. Caracas, Venezuela. ? Profesor Titular. Escuela de Nutricion y Dietética. Facultad de
Medicina. Universidad Central de Venezuela. Caracas, Venezuela.® Profesor Titular. Departamento de Biologia de Organismos.
Universidad Simo6n Bolivar. Caracas, Venezuela. (P6stuma).

Recibido para publicacién el 15 septiembre 2019. Aprobado para publicacién el 15 octubre 2019.

RESUMEN:

Desde hace mas de 60 afios, el sulfato de magnesio (MgS0,) es el farmaco de eleccién para el tratamiento de la
preeclampsia en las salas de obstetricia. La etiologia de la preeclampsia no ha sido establecida. Diferentes estudios,
han demostrado que durante la preeclampsia se presenta una disfunciéon endotelial y un aumento de los medidores
inflamatorios. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del MgSO, sobre la produccién de citocinas
en los explantes de placentas sanas del tercer trimestre en condiciones inflamatorias y de hipoxia. Los explantes
fueron cultivados en presencia de MgSO, o Lipopolisacaridos (LPS), tanto en normoxia como hipoxia. Un grupo
de explantes fueron tratados con MgS0, y transcurridas 24 horas se expusieron a LPS y viceversa. En normoxia,
el MgS0, incrementa los niveles de TNF-a e IL-1f3, los mismos resultados se obtienen al incubar los explantes con
MgSO0,y luego con LPS observandose ademas un incremento de IL-10. Al exponer los explantes a LPS y luego a MgSO,,
aumentaron los niveles de IL-1f. En hipoxia, el MgSO, promueve la liberacién IL-1f. En los explantes expuestos a
LPS y luego a MgS0O, aumentaron los niveles de IL-1f. En conclusion, el MgSO, posee una accién anti-inflamatoria
tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia, al reducir los niveles de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-
1B) y estimular la secrecion de citocinas anti-inflamatorias (IL-10) en presencia de LPS en los cultivos de explantes.

Palabras claves: Sulfato de magnesio, explantes de placenta, citocinas, hipoxia.

MAGNESIUM SULPHATE AND ITS ANTI-INFLAMMATORY ACTION IN PLACENTA EXPLANTS

SUMMARY

For more than 60 years, magnesium sulfate (MgS0,) is the drug of choice for the treatment of preeclampsia in
obstetric wards. The etiology of preeclampsia has not been established. Different studies have shown that endothelial
dysfunction and an increase in inflammatory meters occur during preeclampsia. The objective of the present work
was to evaluate the effect of MgS0O, on cytokine production in explants of healthy third trimester placentas under
inflammatory and hypoxic conditions. The explants were cultured in the presence of MgSO, or Lipopolysaccharides
(LPS), both in normoxia and hypoxia. A group of explants were treated with MgS0O, and after 24 hours they were
exposed to LPS and vice versa. In normoxia, MgSO, increases TNF-a and IL-1f3 levels, the same results are obtained
by incubating the explants with MgS0, and then with LPS, also observing an increase in IL-10. Exposing the explants
to LPS and then to MgSO, increased IL-1f levels. In hypoxia, MgSO, promotes IL-1f release. In explants exposed
to LPS and then MgSO,, IL-1p levels increased. In conclusion, MgSO, has an anti-inflammatory action both under
normoxia and hypoxic conditions, by reducing the levels of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-1f3) and
stimulating the secretion of anti-inflammatory cytokines (IL- 10) in the presence of LPS in explant cultures..

Key words: Magnesium sulfate, placental explants, cytokines, hypoxia.

2-8% de los embarazos, siendo este trastorno una de las
causas mas frecuentes de morbilidad y mortalidad de la
madre y/o el feto (4-13).

Introduccion

La preeclampsia es un trastorno multisistémico del
embarazo que ocurre en la mujer después de la semana

veinte de gestacion, asociada a diversos factores de
riesgos y caracterizado por presentar hipertension,
edema y la presencia de proteinuria (Tabla 1) (1-3). Se
estima que esta enfermedad puede complicar entre el

Hasta la fecha la etiologfa de la preeclampsia no ha
sido establecida, se han propuesto varias hipdtesis
que han tratado de explicar la génesis de la misma.
Datos provenientes de diferentes estudios, han

Solicitar copia a: Juvic Madeleyne Goncalves (juvicm@gmail.com / juvic.goncalves@ucvve)
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Tabla 1. Criterios clinicos y factores de riesgos asociados a la preeclampsia

CRITERIOS CLINICOS

Hipertension arterial:

Presion sistdlica

=140 - 160 mm Hg

Que excedan los valores basales en 20 mm Hg (debidamente comprobado en al menos dos

tomas, con 4 horas de intervalo entre cada una).

Presion diastolica

>90 - 110 mm Hg

Que exceda los valores basales en 20 mm Hg (debidamente comprobado en al menos dos

tomas, con 4 horas de intervalo entre cada una)

Proteinuria en 24 horas (Indice proteina /creatinina > 0,3)

=300 - 500 mg.

COMPLICACIONES CLINICAS

Oliguria

Edema agudo de Pulmén
Trastornos cerebrales y/o visuales
Convulsiones eclampticas

Dolor persistente y severo en el epigastrio derecho

Rotura o deterioro de la funcién Hepdtica (Valores de transaminasas al dobles de su

valores normales)

Evidencia clinica o de laboratorio de coagulacién intravascular diseminada

Trombocitopenia (Contaje de plaquetas > 100.000 10°/L)

Hemolisis microangiopdtica

Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente
Ausente / Presente

Ausente / Presente

Ausente / Presente
Ausente / Presente

Ausente / Presente

FACTORES DE RIESGOS

Nuliparas

Haber padecido de preeclampsia en embarazos previos
Hipertension crénica

Lupus eritematoso sistémico

Embarazos por reproduccién asistida

Otros

Embarazo multiples

Diabetes Pre y Gestacional
Trombofilia

Poseer mads de 35 afos de edad

Sindrome anti-fosfolipidos

Adaptado de Pacheco, 2006; Proverbio et al., 2009; Turner, 2010; ACOG Practice Bulletin, 2019.

demostrado que durante la preeclampsia se presenta
una disfuncién endotelial relacionada con la ausencia
en la remodelacion de las arteriolas espirales de la
decidua al inicio del embarazo, lo que genera isquemia
placentaria y la disminucién del flujo utero feto-
placentario. Adicionalmente, se ha observado una
disfuncion endotelial generalizada, por la pérdida del
tono vascular con incremento de los tromboxanos
en relaciéon a prostaciclinas, asi como un aumento
en la permeabilidad de los capilares renales, ademas
de alteraciones en la expresion de los factores de la
coagulacién, vasoconstriccion e isquemias secundarias
acompanado de disfuncion hepatica. Igualmente, se
han relacionado depdsitos de complejos inmunes

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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(derivados del complemento: C3a, C4a, Cb5a) en
las paredes de los vasos sanguineos, como un factor
quimioatrayente para los neutréfilos y otros leucocitos
al sitio de deposicién de los mismos, promoviendo la
expresion de moléculas de adhesion en el endotelio
vascular permitiendo que los leucocitos puedan
adherirse ala pared interna delos vasos, resultando en la
retraccion endotelial con aumento de la permeabilidad
vascular ocasionando un edema general. Actualmente,
se conoce como la invasion placentaria deficiente y la
posterior liberacién de factores anti-angiogénicos tales
como: la tirosina quinasa-1 soluble similar a fms (sFlt-
1) y endoglina soluble (sEng) en la circulacién materna,
causan disfuncion endotelial generalizada que conduce
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a una lesién multisistémica de los drganos vinculados
con esta patologia (4, 8, 9, 12, 15-21).

Durante el embarazo normal, los diferentes tipos de
células en la interfase materno-fetal secretan diversos
patrones de citocinas a lo largo de la gestacién, siendo
estas secreciones cruciales en el mantenimiento y
desarrollo de un embarazo exitosos. Se ha descrito que
durante el embarazo debe existir un balance entre las
citocinas producidas por las células Th1/Th2. La Thl
agrupan las células T de ayuda que secretan IL-2 e IFN-y
(inmunidad mediada por células), mientras que las Th2
producen IL-4, IL-6 e IL-10 (inmunidad humoral). En
un embarazo exitoso las citocinas producidas por las
células Th2 deben predominar sobre la producciéon de
las citocinas Th1. Sin embargo, en la preeclampsia este
balance se rompe y las citocinas producidas por las Th1
son mayores que las Th2 (9, 22).

En obstetricia, el sulfato de magnesio (MgSO,) se
ha mantenido como el medicamento de eleccién
desde 1920 en el tratamiento de las pacientes con
preeclampsia y en la prevenciéon de las convulsiones
en pacientes que desarrollan cuadros de eclampsia
(23, 24). Sin embargo, su empleo en esta area ha sido
de forma empirica, debido a que hasta la fecha no se
conoce con exactitud el mecanismo de accién por el
cual el MgSO, actta en el organismo (20, 25). Diversos
estudios han vinculado la accién anti-inflamatoria del
MgSO,con la reduccién de la produccién y secrecién de
citocinas y quimiocinas pro-inflamatoria en la interfase
materno-fetal. Ademds, la administracion del sulfato de
magnesio ha demostrado ser un potente supresor de
la producciéon de mediadores inflamatorios tanto en la
madre como en el feto, lo que ha permitido reducir el
riesgo de nacimientos prematuros y sus complicaciones
clinicas (26-28).

En el feto, se ha propuesto al sulfato de magnesio
se comporta como un agente neuroprotector de la
paralisis cerebral de neonatos a través de diferentes
mecanismos, entre los que sefalan: a) estabilizacion
hemodindmica: se propone que el MgSO, es un
estabilizador de la presion arterial, reduciendo la
constriccion de las arterias cerebrales y restaurando
la perfusion cerebral en el neonato prematuro; b)
prevencion de las lesiones excitatorias y fomento de la
estabilidad neuronal: en la fase aguda de encefalopatias
hipéxico-isquémica, el oxigeno se agota y el feto pasa
a un metabolismo anaerdbico, generando acumulacién
intracelular de sodio, calcio, cloruro, agua y écido
lactico (edema citotdxico), lo que origina la liberacién

Sulfato de magnesio y su accion anti-inflamatoria
en explantes de placenta

de neurotransmisores  excitatorios  (glutamato)
causando un aumento de calcio y sodio en las neuronas
post-sindpticas, desestabilizando las membrana de las
misma, en estos casos, se ha demostrado que el MgSO,
estabiliza las membranas evitando el flujo de estos
iones y actia como un antagonista en los receptores
de glutamato (NMDA), c¢) como agente antioxidante:
debido ala accién antagonista que posee con el calcio, el
magnesio promueve la inhibicién de lipasas, proteasas,
endonucleasas y fosfolipasas, las cuales en su forma
activa ocasionan dafio neuronal y cerebral irreversible
en los fosfolipidos de membrana, con la formacién de
radicales libres. Y por ultimo, d) se propone al MgSO4
como agente anti-inflamatorio: ya que promueve la
disminucién de factores pro-inflamatorios (IL-1f,
TNF-a) y productos secundarios de la activacién de
los mismos, que causan dafno a nivel cerebral en los
bebes prematuros (29-33). Por tales motivos, el objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto del MgSO, en los
cultivos de explantes de placenta bajo condiciones de
hipoxia y en un ambiente pro-inflamatorio.

Materiales y métodos

Los explantes fueron obtenidos a partir de siete placentas
obtenidas por cesarea o parto natural provenientes de
mujeres sin historial clinico o patologias asociadas al
embarazo, de la seccién de Ginecologia-Obstetricia de
la Sala de Partos del Hospital Universitario de Caracas,
las cuales consintieron de forma voluntaria a participar
en este estudio. Este conté con la aprobacion del
Comité de Etica de la Universidad Simén Bolfvar y del
Hospital Universitario de Caracas, bajo las condiciones
planteadas en esta investigacion.

Los explantes fueron cultivados en placas del Tipo
NUNCTM (Greiner Bio-one, N° 142475) colocando
un solo explantes por pozo, en un volumen de
1,5 mL del medio de cultivo RPMI-1640 (GIBCO
BRL, N°31800-014) suplementado de la siguiente
manera: 10% de suero fetal bovino inactivado, 1% de
penicilina/estreptomicina, 0,1% de gentamicina; 1% de
amfotericina B; 1% de L-glutamina; 1% de aminodcidos
no esenciales y 1% de piruvato de sodio, con recambios
del mismo cada 24 horas. Estos fueron mantenidos en
una incubadora marca Fisher Scientific a 37°C, en un
ambiente himedo en presencia de una mezcla de gases
del 5% CO,, 10% O, y balanceado con Nitrégeno.

Transcurridas las primeras veinticuatro (24) horas,
tiempo necesario para la estabilizacion inicial de los

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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tejidos, estos fueron sometido a diferentes condiciones
experimentales dividiendo los mismos en dos (2)
grupos: el primero manteniendo los tejidos de
explantes bajo la condicién de normoxia: 5% CO,;
10% O, y balanceado con Nitrégeno. Mientras que, un
segundo grupo se colocé en una condicién de hipoxia:
5% CO,; 2-3% O, y balanceado con Nitrégeno, ambos
grupos de tejidos de explantes se mantuvieron en
estufas independientes a 37°C en camara himeda y
estabilizados bajos estas condiciones por veinticuatro
(24) horas. Posterior a las etapas de estabilizacion, se les
realizé a todos los explantes un recambio del medio de
cultivo y se sub-dividieron los mismos en los siguientes
sub-grupos (manteniendo su condicién de normoxia
e hipoxia), un grupo de explantes se mantuvieron con
medio basal, un segundo grupo se les adicioné junto
al medio de cultivo suplementado una solucién de
sulfato de magnesio (Sigma-Aldrich, N° M2643) a una
concentracion de 2 mM y a otro grupo una solucién de
Lipopolisacaridos de Escherichia coli 055:B5 (Sigma-
Aldrich, N° L12880) (LPS) en una concentracién
de 2 pg/mL, posteriormente los cultivos expuestos
inicialmente con sulfato de magnesio se adiciono en su
recambio del medio una solucién de LPS mas sulfato de
magnesio y viceversa. Los sobrenadantes del medio de
cultivo, se recolectaron diariamente y posteriormente
se centrifugaron (3.500 rpm) durante quince minutos,
con el fin de eliminar cualquier material celular que
pudiera estar presente en el medio. Se almacenaron a
-20 °C hasta su utilizacion posterior.

La integridad de los cultivos se determiné mediante
la mediciéon de la actividad enzimética del Lactato
Deshidrogenasa (LDH) presente en los sobrenadantes
del medio de cultivo obtenidos diariamente (Sigma-
Aldrich, DG1340-K). Mientras que, la diferenciacion
celular, se evalué por la capacidad de sintetizar y
secretar la hormona Gonadotrofina Coriénica humana.
La concentracién de la Gonadotrofina Coridnica
humana fracciéon beta (hCG-) se determiné en los
sobrenadantes del medio recolectado mediante ensayo
inmunométrico de quimioluminiscencia en fase sélida
(Equipo-Siemens Immulite 1000). Los resultados se
reportaron en mUI/mg/proteinas (datos no mostrados)
(34).

A partir de los sobrenadantes recolectados diariamente
se determinaron las siguientes citocinas: Interleucina 1
beta (IL-1B), Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)
e Interleucina 10 (IL-10). Los niveles de citocinas se
midieron empleando un Kit comercial de micro-ELISA
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ultrasensible (Thermo Scientific), especifico para cada
tipo de citocinas. Los resultados fueron expresados
segun las recomendaciones técnicas del kit a utilizar.
Cada determinacion se realiz6 por duplicado.

Todos los resultados fueron analizados empleando el
paquete de software SPSS version 10.0 para Windows.
Las comparaciones entre las diferentes condiciones
se analizaron estadisticamente empleando la prueba
de Mann-Whitney estableciendo como diferencia
estadisticamente significativa a p <0,05. Todos los datos
se presentan como las medias + desviacion estandar.
Las n representan el nimero de placentas que fueron
estudiadas durante cada fase.

Resultados

A continuacion se muestra los resultados de los niveles
de TNF-a, IL-10 e IL-13 medidos en los sobrenadantes
de los cultivos de explantes de placentas en condiciones
de normoxia e hipoxia en las diferentes condiciones
de cultivos descritos en materiales y métodos. La
Figura 1, muestra las concentraciones del Factor
de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) expresados en
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Figura 1. Niveles de TNF-a determinados en los
sobrenadantes de los cultivos de explantes de placenta en
condiciones de normoxia e hipoxia en diferentes medios

de cultivos: basales (Medio), en presencia de MgSO,
(2 mM), LPS (2 ug/mL), con LPS previa presencia de

MgSO, (MgSO./LPS) y viceversa (LPS/MgSO.,).

Los datos fueron expresados como las medias + las
desviaciones estandar. La comparacion estadistica entre las
condiciones de normoxia e hipoxia para cada tratamiento
fue realizada empleando el método Mann-Whitney (n=7),
*p<0.01 y **p<0.02.
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picogramo por mL (pg/mL). Los niveles de TNF-a se
encontraron en menor concentracién en la condicion
de normoxia para aquellos cultivos incubados en medio
solo (*p<0.01), mientras que aquellos cultivos tratados
con MgSO, mostraron niveles de TNF-a aumentados
en comparacion con los encontrados en la condicién
de hipoxia (*p<0.01). Por otro lado, se observé que los
cultivos tratados con LPS, mostraron niveles de TNF-a
similares entre ambas condiciones experimentales.
El andlisis estadistico demostré wuna diferencia
estadisticamente significativa entre estas condiciones
(**p<0.02). Los explantes tratados con MgSO, y
posteriormente expuestos a LPS, mostraron niveles
aumentados de TNF-a bajo condicién de normoxia,
arrojando diferencia estadisticamente significativa al
compararlo con la condicién de hipoxia (*p<0.01). Por
otra parte, los cultivos expuestos previamente a LPS y
luego tratados con MgSO,, mostraron niveles inferiores
de TNF-a bajo condicién de normoxia, mostrando
diferencia estadisticamente significativa cuando se
compardé con la condicién de hipoxia (*p<0.01).

Los niveles de TNF-o entre los cultivos que se
encontraban en condicién de normoxia para las
diferentes  condiciones, = mostraron  diferencia
estadisticamente  significativa entre todas las
comparaciones, a excepcion de la comparacion hecha
entre los cultivos que solo contenia medio de cultivo
y aquellos tratados con LPS y luego expuestos con
MgSO.,. En los cultivos obtenidos bajo condiciones de
hipoxia, se encontré que aquellas comparaciones que
mostraron diferencia estadisticamente significativa
fueron entre los cultivos que solo contenfan medio
de cultivo y aquellos cultivos tratados con LPS, con
MgSO, y LPS y en los cultivos que presentaban LPS
y los tratados inicialmente con LPS y luego expuestos
con MgSO..

En la Figura 2, se muestra las concentraciones de
interleucina tipo 10 (IL-10) expresadas en picogramo
por mL (pg/mL), determinadas en los sobrenadantes
de los cultivos de explantes de placenta en condiciones
de normoxia e hipoxia para los diferentes medios de
cultivos. Los niveles de IL-10 se encontraron en mayor
concentracion en la condiciéon de hipoxia, siendo la
diferencia estadisticamente significativa en los medios
tratados con MgSO, (*p<0.01) y con LPS (*p<0.01).
El aumento en los niveles de IL-10 encontrados en
las condiciones de hipoxia se mantuvo en aquellos
cultivos tratados con MgSO, y posteriormente con
LPS, y viceversa, la diferencia fue estadisticamente
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Figura 2. Niveles de IL-10 determinados en los
sobrenadantes de los cultivos de explantes de placenta en
condiciones de normoxia e hipoxia en diferentes medios

de cultivos: basales (Medio), en presencia de MgSO,

(2 mM), LPS (2 ug/mL), con LPS previa presencia de
MgSO, (MgSO./LPS) y viceversa (LPS/MgSO,). Los datos
fueron expresados como las medias + las desviaciones
estandar. La comparacidn estadistica entre las condiciones
de normoxia e hipoxia para cada tratamiento fue realizada
empleando el método Mann-Whitney (n=7),
*p<0.01 y **p<0.02.

significativa en aquellos cultivos tratados previamente
con LPS y que posteriormente expuestos con MgSO,
(*p<0.01).

Al realizar la comparacion estadisticas entre los
diferentes medios de cultivos obtenidos, no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa en ninguno de
los medios comparados bajo condiciones de normoxia.
Mientras, que en condiciéon de hipoxia si se encontro
diferencia estadisticamente significativa cuando se
compard los cultivos que solo contenfan medio de
cultivo ylos tratados con LPS, asi como aquellos cultivos
con que contenian LPS y los que fueron tratados con
LPS y luego expuestos con MgSO.,.

En la Figura 3, se muestra las concentraciones de
interleucina uno tipo beta (IL-1B) expresado en
picogramo sobre mL (pg/mL), determinadas en los
sobrenadantes de los cultivos de explantes de placenta
en condiciones de normoxia e hipoxia para los
diferentes medios de cultivos. Los niveles de IL-1P se
encontraron en mayor concentraciéon en la condicién
de normoxia, con una diferencia estadisticamente
significativa en los cultivos que solo contenfan
medio de cultivo (**p<0.02), MgSO, (*p<0.01) y LPS
(*p<0.01). Igualmente, se observd un incremento en

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2019; Vol 22(2): 37-47.




J M Goncalves et al.

*
&*
200 A I_

IL-18 {pg/mL})

MEDIO MgS04 LPS MgSO4LPE  LPSMSOd

ENORMOXIA BHIPOXIA

Figura 3. Niveles de IL-1 determinados en los
sobrenadantes de los cultivos de explantes de placenta en
condiciones de normoxia e hipoxia en diferentes medios de
cultivos: basales (Medio), en presencia de MgSO,

(2 mM), LPS (2 pg/mL), con LPS previa presencia de
MgSO, (MgSO./LPS) y viceversa (LPS/MgSO,). Los datos
fueron expresados como las medias * las desviaciones
estandar. La comparacidn estadistica entre las condiciones
de normoxia e hipoxia para cada tratamiento fue realizada
empleando el método Mann-Whitney (n=7),
*p<0.01 y **p<0.02

aquellos cultivos que habian sido tratados con MgSO,
y posteriormente LPS, y viceversa, mostrando en
ambos casos diferencia estadisticamente significativa
(*p<0.01).

Cuando se realizaron las comparaciones de los
diferentes medios en condiciones de normoxia las
Unicas comparaciones que no mostraron diferencia
estadisticamente significativa fueron aquellas que se
realizaron al comparar los cultivos tratados con MgSO,
y LPS y los cultivos tratados con LPS y los tratados con
LPS inicialmente y posteriormente MgSO,. Mientras
que en condiciones de hipoxia, las comparaciones
estadisticas que no mostraron diferencia significativa
fueron aquellas donde se comparé los cultivos que
solo contenfan medio de cultivo y MgSO,; asi como
los cultivos que solo contenian MgSO, y aquellos que
tratados con MgSO, y posteriormente LPS.

Discusion
La determinacién de citocinas pro y anti-inflamatorias
en el desarrollo dela presente investigacién, revel6 como
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la presencia de sulfato de magnesio en condiciones de
normoxia incrementa la produccién de TNF-a e IL-
1B en los cultivos de explantes de placenta del tercer
trimestre de gestacion, originando una respuesta
inflamatoria localizada. Por otra parte, se evidencié
una respuesta anti-inflamatoria del sulfato de magnesio
en los cultivos de explantes de placentas previamente
estimulados con LPS, al disminuir los niveles de
TNF-a e IL-1B, tanto en condiciones de normoxia
como de hipoxia. Esto permite inferir que la presencia
del sulfato de magnesio en condiciones normales no
posee un efecto protector sobre el tejido placentario,
efecto que si es evidente en condiciones de respuesta
inflamatoria. Resultados similares fueron encontrados
por Holcberg et al., (2006) (35), utilizando técnicas de
perfusion en placentas normales en presencia de sulfato
de magnesio, demostraron que la placenta materna
tiene capacidad de secretar TNF-a e IL-6, generando
una accion inflamatoria local, lo cual puede ocasionar
efectos adversos en la madre si persiste durante largos
periodos de tiempo. Por lo que la utilizacion de dicho
farmaco como tratamiento profilactico no debe ser
empleada en mujeres embarazadas del Gltimo trimestre
en condiciones sanas.

En el presente estudio se demostré como el sulfato
de magnesio incrementa los niveles de TNF-a e IL-
1B en condiciones de normoxia, sin embargo no se
observo un efecto directo sobre la secrecién de la IL-
10, al no evidenciarse diferencias en la secrecion de esta
interleucina en los cultivos de explantes de placenta
del tercer trimestre de gestacién en condiciones de
normoxia. La IL-10 posee un efecto anti-inflamatorio
y una capacidad de inhibir la sintesis de citocinas pro-
inflamatorias dadas porlos linfocitos T ylos macréfagos.
Ademas, se ha descrito como la decidua, trofoblasto
y membranas coridnicas son la principal fuente de
produccién de esta citocinas, por lo que su sintesis
y secrecién en los tejidos placentarios parece estar
vinculada a una activacion endotelial en las vellosidades
placentarias y no a dafios del tejido placentario per se
(36-39).

Estudios previos han sefialado a la IL-10 como una
citocinas clave para el mantenimiento del embarazo
(Hanna et al., 2006) (40), asi como un potente inhibidor
de la acciéon del TNF-o e IL-1 en condiciones de
hipoxia (Royle et al., 2009) (41). Al analizar la presencia
del sulfato de magnesio en condiciones de hipoxia,
observamos un aumento en la secrecion de IL-10 y
TNF-a, sin afectar la produccion de IL-1P. Estudios
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realizados por Peltier et al., (2011) (42), demostraron
una disminucién en la accidén anti-inflamatoria de la
IL-10 en cultivos de explantes de placenta a baja presion
de oxigeno. Estos hallazgos permiten vincular al sulfato
de magnesio como un mediador clave en la liberacién
de IL-10 en condiciones de hipoxia, apoyando la
hipétesis de que el sulfato de magnesio posee un efecto
anti-inflamatorio al estimular la producciéon de IL-10
por parte de las células placentarias, la cual modula
principalmente la liberacion de la IL-1f e TNF-a por
parte del sistema inmune placentario, reduciendo los
efectos adversos que pudieran estar presentandose
a causa de la disfuncion endotelial, como se ha
descrito en algunas patologias como la preeclampsia
(41, 43). Estudios previos realizados en cultivos de
explantes de placenta del tercer del tercer trimestre
proveniente de mujeres con preeclampsia, mostraron
un incremento en la expresiéon de TNF-a, IL-1f e IL-10
en comparacion con placentas provenientes de mujeres
sanas, atribuyendo el aumento de TNF-a e IL-1f al
dafo encontrado en las células endoteliales observados
durante la preeclampsia (44).

La utilizaciéon de Lipopolisacaridos de E. coli (LPS) en
los cultivos de explantes de placenta del tercer trimestre
de gestacion en condiciones de normoxia e hipoxia,
mostr6 un incremento en los niveles de TNF-a e IL-1p.
Lahametal., (1997) (45), demostraron comola presencia
de LPS en cultivos de explantes de placentas estimula la
secrecion de TNF-a e IL-1P y que esta ocurre después
de 1y 4 horas de incubacién respectivamente. Ma et al.,
(2006) (46), demostraron en cultivos de células aisladas
de citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto estimulados en
concentraciones crecientes con LPS, la presencia de
patrones similares de secrecion de IL-8 entre ambos
tipos de células, evidenciando la sensibilidad de estas
células a responder agentes patdgenos bacterianos.
Estos hallazgos permiten validar la utilizacién de los
cultivos de explantes de placenta como un modelo in
vitro util en el estudio de los procesos inflamatorios
reportados en algunas patologias como: parto
prematuro, preeclampsia, etc., y el estudio de la accién
del sulfato de magnesio sobre dicho tejido en presencia
de cuadros inflamatorios.

Diversas investigaciones han descrito como la secrecién
y liberacién del TNF-a responde a diferentes estimulos
como: antl'genos bacterianos, virus, parasitos,
disminucién de oxigeno, disfuncién endotelial,
isquemia y por accién de otros mediadores celulares
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como la IL-1 e IFN-Y, asi como por la accion autocrina
del TNF-a, entre otros (36, 37, 44, 47-49). Se conoce
que la respuesta del TNF-o depende directamente de
la unidn a sus receptores, describiéndose hasta la fecha
dos tipos de receptores estructurales diferentes para
TNF-o denominados: a) receptor tipo I (TNF-RI;
p55 0 p60) el cual presenta una amplia distribucién y
tiene una expresion constitutiva en diversos tipos de
células y b) el receptor tipo II (TNF-RIIL; p80 o p75),
el cual presenta una alta promiscuidad a su ligando y
su expresion se genera de forma inducida. La funcién
principal del receptor tipo I esta dada en la defensa
de los tejidos debido a que regula los procesos pro-
inflamatorios y apoptético, junto a diversos factores
de transcripcion como: NFkB, proteinas quinasas
activadas por mitégenos (MAPK), entre otros.
Mientras que el receptor tipo II, su accidén esta ligada
principalmente a los efectos beneficiosos locales sin
que estos lleguen a generar efectos perjudiciales en los
tejidos. Sin embargo, se ha observado que estimulos
constante por patégenos exogenos, estrés oxidativo,
disfunciéon endotelial o reduccién de los niveles de
oxigeno favorecen que el TNF-RII se comporte como
un transportador del TNF-a hacia el receptor TNF-I, el
cual presentaaltaafinidad por suligando, lo que potencia
la accién pro-inflamatoria del TNF-a (50, 51). Algunos
estudios han demostrado la expresion e incremento de
TNEF-RI en repuesta a cuadros inflamatorios sobre los
componentes celulares de la interfase materno-fetal
tanto al inicio como al final del embarazo, sin que esta
expresion sea evidenciada a nivel sistémico en la madre
(52).

Por otro lado, la IL-1p es una citocinas que se produce
de forma inmediata tras el contacto de las células
implicadas en una respuesta inmune innata con un
agente extrano o LPS, generando un aumento a la
permeabilidad vascular, respuesta inflamatoria local
o generalizada, sintesis de proteina de fase aguda,
proliferacion de fibroblastos, activacion de linfocitos T
y B, produccién de plaquetas, entre otros. Esta citocinas
es producida por diferentes tipos de células dentro de
las que se destacan: monocitos, macréfagos, células
endoteliales, células dendriticas y células NK. Los
macroéfagos presentes en las vellosidades placentarias
es una de las fuentes mds importantes de este tipo de
citocinas durante el embarazo (37, 51). En reacciones
inflamatorias localizadas, tanto la IL-13 como el TNF-a.
actian sobre los macréfagos y células endoteliales
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del tejido placentario, permitiendo la produccion
de quimiocinas que contribuyen a la entrada de los
neutroéfilos a los tejidos placentarios y su accién frente
a los patégenos presentes. Ademas, el TNF-a, la IL-
1B induce un aumento en la expresion de moléculas
de adherencia sobre las células endoteliales (ICAM-1
y VCAM-1), las cuales son reconocidas por linfocitos
y monocitos de la circulacién sanguinea, esto ocasiona
la extravasacion de estas células a los espacios tisulares
de la placenta favoreciendo una reaccién inflamatoria
localizada (37).

En esta investigacion se evidencid la respuesta anti-
inflamatoria del sulfato de magnesio en los cultivos
de explantes de placentas previamente estimulados
con LPS, al disminuir los niveles de TNF-a e IL-13,
tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia.
Rochelson et. al., (2006) (53), demostraron una acciéon
anti-inflamatoria del sulfato de magnesio en cultivos
de células endoteliales humanas del cordén umbilical
(HuVECs) en presencia antes, durante y después de un
estimulo con LPS. También, observaron una reduccién
en la expresion de ICAM-1 y la inhibicién de la
degradacion del factor IkBa y translocacion de NFkB,
cuando se adiciona el sulfato de magnesio en los cultivos
de HuVECs. A su vez, Dowling et al, (2012) (28),
empleando dos modelos experimentales, demostraron
como la administracién de sulfato de magnesio atentia
la produccion de mediadores pro-inflamatorios (CCL-2
0 MCP-1; TNF-a e IL-6) dentro de la placenta humana
en presencia de LPS. Demostraron ademds, como el
sulfato de magnesio genera la supresion en la activacién
del factor NFkB dentro del tejido placentario.

Aun cuando los hallazgos obtenidos en este estudio
no permiten confirmar el mecanismo de accién por
el cual el sulfato de magnesio posee un efecto anti-
inflamatorio en los procesos inflamatorios por LPS,
todo parece sefialar que una de las vias por la cual el
sulfato de magnesio genera dicha accidn, es a través de
la inhibicién de la degradacién de IxkBa y por ende la
translocacion del factor NFkB en los tejido placentarios,
por lo que nuevas investigaciones deberan ser realizadas
con el fin de demostrar estos hallazgos.

Por otra parte, la accién anti-inflamatoria descrita
para el sulfato de magnesio también ejerce una accién
protectora sobre el feto. Tam Tam et al., (2011) (27),
empleando modelos de rata prefiadas a las cuales se
inocularon con LPS demostraron un aumento tanto
en el compartimento materno como fetal de los niveles
de secrecién de: TNF-a, IL-6 y MCP-1 y GRO-KC,
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los cuales se redujeron de forma significativa luego de
la administracién de sulfato de magnesio en ambos
compartimientos. Burd et. al., (2010) (30), igualmente
investigaron el efecto del sulfato de magnesio en la
prevencion de lesiones cerebrales fetales presentes
en los partos prematuro asociados con inflamacién,
concluyendo que aunque no encontraron diferencias
en la expresion de citocinas pro-inflamatorias y
marcadores de muerte celular, si evidenciaron como
el sulfato de magnesio impide cambios morfolégicos
celular a nivel neuronal causados por la presencia de
LPS.

Los hallazgos encontrados en investigaciones previas
juntos conlosvalorados en este estudio permiten afirmar
al sulfato de magnesio como un potente protector y
supresor de los efectos perjudiciales encontrados en
los cuadros inflamatorios dados durante el embarazo
tanto para la madre como para el feto. Ademas, estos
resultados permiten sugerir la administracién del
sulfato de magnesio por cortos periodos de tiempo, en
aquellas madres que durante el embarazo presentaran
cuadros infecciosos, con el fin de disminuir los efectos
perjudiciales encontrados durante dichos trastornos
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RESUMEN:

Introduccién: El zinc (Zn) y el cobre (Cu) son oligoelementos importantes para el desarrollo cognoscitivo y
neurolégico normal de los nifios. Objetivo: Establecer los valores de referencia de Zn y Cu séricos en nifios
aparentemente sanos. Métodos: Se utilizaron muestras de suero de nifios de ambos sexos (n = 69), clinicamente
sanos, elegidos al azar, provenientes del Colegio “Patria de Bolivar”, ubicado en Santa Moénica - Caracas, con edades
comprendidas entre 4y 14 afios, cuyos padres o representantes aceptaron y dieron su consentimiento informado
para la participacion del nifio en el estudio, todos residentes actuales de la Gran Caracas. Los niveles de Zn y Cu se
determinaron en muestras de suero, recolectadas luego de un periodo de ayuno de 8 a 12 horas, libres de hemolisis,
ictericia y turbidez, por un método estandarizado y controlado, de espectrofotometria de absorcion atéomica.
Resultados: Las concentraciones séricas promedio de Zn, Cu y relacién Zinc/Cobre (Zn/Cu) fueron de 1,159 + 0,269,
1,660 + 0,238y 0,712 £ 0,206, mg/L, respectivamente. No hubo diferencias significativas en las concentraciones de
los elementos Zn y Cu entre los varones y las hembras en los diferentes grupos etarios. No se encontraron deficiencias
de Zny Cu en los nifios incluidos en estudio. Los valores de referencia determinados para Zn fueron de 0,781 - 1,815
mg/L, Cu 1,230 - 2,132 mg/L y relaciéon Zn/Cu 0,398-1,223. Conclusiones: La metodologia estandarizada que se
empleo para llevar a cabo las respectivas determinaciones de Zn y Cu por Espectrofotometria de absorciéon atémica,
result6 adecuadamente precisa, y util para el andlisis de las muestras clinicas. Es necesario establecer los valores
de referencia de estos oligoelementos en la poblacién pediatrica, a fin de poder evidenciar posibles deficiencias que
puedan afectar el normal desarrollo neurolégico y cognoscitivo en los nifios, entre otros aspectos.

Palabras claves: Nifios, Pediatria, Valores de referencia, Cobre, Zinc, espectrofotometria de absorcion atémica.

REFERENCE VALUES OF ZINC AND COPPER IN APPARENTLY HEALTHY CHILDREN

SUMMARY

Introduction: Zinc (Zn) and copper (Cu) are trace elements important for the normal cognitive and neurological
development of children. Objective: To establish the reference values of serum Zn and Cu in apparently healthy
children. Methods: Serum samples from children of both sexes (n = 69), clinically healthy, randomly chosen, from the
Colegio “Patria de Bolivar”, located in Santa Mdnica - Caracas, aged between 4 and 14 years, were used. Their parents
or representatives accepted and gave their informed consent for the child’s participation in the study, all of them
current residents of Greater Caracas. Zn and Cu levels were determined in serum samples, collected after a fasting
period of 8 to 12 hours, free of hemolysis, jaundice, and turbidity, by a standardized and controlled method of atomic
absorption spectrophotometry. Results: The mean serum concentrations of Zn, Cu, and the Zinc / Copper ratio (Zn
/ Cu) were 1,159 + 0,269, 1,660 * 0,238 and 0,712 * 0,206 mg/L, respectively. There were no significant differences
in the concentrations of the elements Zn and Cu between males and females in the different age groups. Zn and Cu
deficiencies were not found in the children included in the study. The reference values determined for Zn were 0,781
- 1,815 mg/L, Cu 1,230 - 2,132 mg/L and Zn / Cu ratio 0,398 - 1,223. Conclusions: The standardized methodology
that was used to carry out the respective determinations of Zn and Cu by atomic absorption spectrophotometry, was
adequately precise and useful for the analysis of clinical samples. It is necessary to establish the reference values
of these trace elements in the pediatric population, in order to be able to show possible deficiencies that may affect
normal neurological and cognitive development in children, among other aspects.

Key words: Children, Pediatrics, Reference values, Copper, Zinc, atomic absorption spectrophotometry.
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Introduccion

El cobre (Cu) y el zinc (Zn) son micronutrientes
esenciales que desempefian funciones indispensables
paramantenerlavida, el crecimiento, la diferenciacion
celular y reproduccién; por lo que sus deficiencias
producen alteraciones funcionales y estructurales que
generan un deterioro celular y tisular, que afecta al
sistema inmunoldgico y al desarrollo neuroldgico y
cognoscitivo de los nifos, entre otros (1-6).

El zinc como oligoelemento tiene tres funciones
importantes: catalitica, estructural y reguladora
(4, 5). Es uno de los elementos esenciales mds
abundantes en el cuerpo humano y al ser un ion
intracelular se encuentra en su mayoria en el citosol.
Es el segundo oligoelemento en relacion a la cantidad
total en el organismo, siendo superado por el Fe (7).
El Zn se encuentra presente en todos los drganos,
tejidos, fluidos y secreciones del cuerpo humano.
Aproximadamente el 83% del Zn en el organismo, se
encuentra en musculo y hueso y el 95% se encuentra
a nivel intracelular (8).

Se considera que la ingesta inadecuada de Zn es
responsable del 20% de la mortalidad infantil
mundial (9). Los nifios con anemia por deficiencia
de hierro tienen niveles séricos elevados de Cu y
niveles séricos bajos de Zn (10). Las deficiencias de
oligoelementos surgen de una baja ingesta dietética
y se desarrollan especialmente cuando aumentan las
necesidades o se agotan las reservas corporales. La
absorcion de oligoelementos puede verse afectada
por una mayor ingesta de componentes dietéticos,
como el fitato o la ingesta excesiva de suplementos
minerales (11). Otro posible mecanismo para la
deficiencia de oligoelementos es la excreciéon o el
uso excesivo. La deficiencia de Zn y Cu también se
encuentra en sindromes de malabsorcién, como
diarrea crénica, enfermedad celiaca, enfermedad
inflamatoria intestinal, ileostomia, cirrosis alcohdlica
y anemia hemolitica (12).

El Cu también es un nutriente dietético vital, aunque
solo en pequenas cantidades del metal son necesarios
para el bienestar. El Cu es el tercer oligoelemento
traza mas abundante en el organismo (luego del
hierro y el Zn). El cobre estd presente en casi todos
los tejidos del cuerpo y se almacena principalmente
en el higado y en menor proporcién en el cerebro,
el corazdén, rifén y musculos (13). El cobre se
absorbe en el intestino y es transportado al higado.

Niveles de referencia de zinc y cobre
en nifios aparentemente sanos

En la sangre, el cobre es principalmente distribuido
entre los eritrocitos y el plasma (14). Se transporta
en forma de ceruloplasmina al plasma donde se
controla su metabolismo y se excreta en la bilis (15).
La ceruloplasmina representa el 90% del contenido
de cobre en sangre y es responsable de llevar cobre a
las células deficientes (16). La superdxido dismutasa
una metaloenzima de cobre-zinc contiene el 60%
del cobre en los eritrocitos y el restante 40% esta
débilmente unido a otras proteinas y aminoacidos.

En los ultimos afios, se han realizado esfuerzos
para establecer valores y proporciones normales de
metales en humanos, incluyendo suero y plasma,
con el objetivo de determinar los rangos que mejor
apoyan una correcta actividad enzimadtica y condicién
de salud. El zinc y el cobre tienen efectos antagénicos
entre si. Hay varios estudios publicados que afirman
que la proporciéon normal de zinc a cobre, en nifios y
adultos, es cercana a 1: 1 y esta se ha asociado con una
respuesta inmune mds eficaz a los agentes infecciosos
(17). El zinc mantiene un equilibrio con el cobre en
la sangre, y los niveles en sangre de ambos tienden
a estar inversamente relacionados, los niveles bajos
de zinc plasmatico casi siempre se asocia con niveles
altos de cobre sérico.

La relacién Zinc/Cobre (Zn/Cu) se ha establecido
como un método rapido para determinar el estado
funcional del sistema metalotioneina (MT). Las
proporciones mas bajas de Zn/Cu pueden reflejar
deficiencia de zinc corporal y disminucién de la
eficiencia en la eliminacién de metales pesados
nocivos de los tejidos y la sangre a través del sistema
MT. Una de las principales funciones de MT es
eliminar iones metdlicos, principalmente para
mantener homeostasis de zinc y cobre (18). Dado que
el zinc y el cobre interactiian con MT, la relacién Zn/
Cu puede ser visto como una forma de determinar el
estado del sistema MT.

Las deficiencias de Zn y/o Cu son frecuentes en
lactantes, nifos y mujeres embarazadas, de ahi
la importancia de tener establecidos los niveles
de referencia y contar con una metodologia
estandarizada y precisa para medirlos. El objetivo de
este estudio fue establecer los valores de referencia
séricos de Zn y Cu asi como la Relacién Zinc/Cobre
en nifos aparentemente sanos, empleando una
metodologia estandarizada y precisa fundamentada
en la espectrofotometria de absorcion atémica.
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Métodos
Muestra

La muestra incluida en el estudio estuvo constituida
por sesenta y nueve (69) nifos aparentemente sanos
seleccionados de manera intencional segin criterios
de inclusién, provenientes del Colegio “Patria de
Bolivar”, ubicado en Santa Monica-Caracas, con
edades comprendidas entre 4y 14 afos, cuyos padres o
representantes aceptaron y dieron su consentimiento
informado para que el nifo participara en el estudio,
todos residentes actuales de la Gran Caracas. Los
criterios de inclusion para los participantes de este
estudio incluyeron: a) Nifios aparentemente sanos,
normotipicos sin ninguna condicién neurolégica
ni enfermedad gastrointestinal demostrada; b)
Consentimiento informado escrito firmado, (donde
se explican los beneficios y riesgos de su participacion
en la investigacion).

Es importante destacar que el protocolo del estudio
se realizé bajo las normas de ética establecidas por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para
trabajos de investigacion en humanos y la declaracién
de Helsinki ratificada por la 29th World Medical
Assembly, Tokio 1995 (19). Este estudio conté con la
aprobacién del Comité de Bioética de la Maternidad
Concepcién Palacios y el consentimiento informado
delos padres y/o representantes de los nifios incluidos
en el estudio.

A cada nino incluido en el estudio se le realizé una
toma de muestra de sangre venosa para la obtencién
de suero. La muestra de suero para la determinacion
de Zinc y Cu se obtuvo mediante una puncién venosa
en la regién ante cubital del brazo, luego de 8 a 12
horas de ayuno, considerando e implementando
todas las medidas para evitar la estasis venosa,
asi como la hemolisis al momento de la toma. La
muestra se sangre venosa se recolecté en tubos
comerciales al vacio con tapén de plastico blando y
sin anticoagulante (Vacutainer® de BD Life Sciences).
Inmediatamente luego de la retraccién del coagulo, la
muestra se centrifugd 10 minutos a 3.500 rpm. Una
vez centrifugada, la muestra de suero fue separada del
paquete globular y alicuotada en tubos de reaccién
(Eppendorf) estériles y deionizados. Inmediatamente,
las alicuotas fueron conservadas a -70°C hasta el
momento de su andlisis.
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Determinacion de Zn y Cu

LasconcentracionesséricasdeZnyCusedeterminaron
por espectrometria de absorcion atémica utilizando
un Espectrometro de absorciéon atoémica Perkin
Elmer, modelo Analyst 200 (Norwalk, CT, EEUU), el
cual emplea la absorcién, emision y fluorescencia de
radiacion electromagnética por particulas atémicas
como principio para la determinaciéon de cada
especie atémica, y esta compuesto por una ldmpara
de catodo hueco para Cu y una lampara de catodo
hueco para el Zn, asi como por un quemador o
mechero, constituido a su vez por un nebulizador de
la muestra, y dispositivos de seleccién de longitudes
de onda, transduccién, amplificacién y lectura de la
sefal (20).

La técnica de espectrometria de absorcién atémica
empleada consistié en la medicién de la especie
atémica por absorcién a una longitud de onda de
234,75 nm para el Cu, y de 213, 86 nm para Zn. Las
especies atomicas se lograron por atomizacion con la
flama o llama, nebulizando y luego diseminando la
muestra en forma de aerosol dentro de la llama de
aire de acetileno con estequiometria oxidante.

Parallevaracabo las determinaciones, todo el material
de laboratorio empleado fue tratado con acido nitrico
al 10% durante doce horas, y posteriormente lavado
cuatro veces con agua destilada desionizada.

Los estandares de Zn y Cu fueron preparados segin
las especificaciones del manual de Perkin Elmer,
utilizando glicerol al 10%. Para cada elemento, se
preparé una solucién madre al 10%, a partir de la
cual se realizaron diferentes diluciones con el fin de
obtener patrones de diferentes concentraciones que
incluyeron 0.25 mg/L, 0.50 mg/L y 0.75 mg/L para
el Zn, y 0.2 mg/L, 0.4 mg/L, 0.8 mg/L para el Cu.
Las concentraciones de los patrones fueron elegidas
considerando los limites de cuantificacién (Limite
inferior de cuantificacién y linealidad del método),
asi como los valores de referencia y variaciones
fisiopatoldgicas para cada uno de los analitos (21).

Para llevar a cabo el procesamiento, las muestras
fueron diluidas 1:5, lo cual se consiguié anadiendo
480 ul de agua destilada desoinizada a 120 pl de
muestra, obteniendo un volumen final de 600ul, el
cual fue sometido a andlisis. Todas las muestras se
analizaron por duplicado y se promediaron sus
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valores, obteniendo las concentraciones de los
elementos (Zn, Cu) por regresién lineal simple, de
acuerdo al software del equipo Perkin Elmer.

Antes de llevar a cabo el analisis de las muestras,
se determind la precision del sistema de medicién
mediante el analisis interdiario de un pool de muestras,
el cual fue elaborado a partir de sueros de pacientes
aparentemente sanos, libre de interferentes (turbidez,
hemdlisis, ictericia) y riesgos biolégicos (VIH,
Virus de Hepatitis), los cuales fueron recolectados
y almacenados en iguales condiciones establecidas
para las muestras de pacientes y controles. El analisis
interdiario del pool de sueros se llevd a cabo por
duplicado, diariamente durante 4 semanas. Los datos
obtenidos fueron analizados estadisticamente, para
obtener media, desviacion estdndar y coeficiente de
variacion. El coeficiente de variacién se utilizé para
establecer la imprecision del sistema de medicion.
Adicionalmente, se empled la media + 2 desviaciones
estaindar (95% de confianza), para establecer el
rango de valores esperados en el andlisis sucesivo del
pool de muestras. Durante el procesamiento de las
muestras se llevé a cabo el analisis por duplicado del
mencionado pool de muestra, antes y después de la
corrida analitica, con el fin de llevar a cabo el control
del proceso de medicién, empleando como criterios de
aceptacion y rechazo las reglas y planes multiples de
Westgard. Todos los datos generados en el control del
proceso de medicién fueron registrados y graficados
semanalmente (grafica de levey-Jennings), a fin de
llevar a cabo la identificacién de datos atipicos y tomar
las acciones correctivas y preventivas pertinentes.

Para llevar a cabo el anadlisis de los resultados de las
muestras, los valores de referencia empleados fueron
0,82 a 2,80 ng/ml para el Cuy 0,78 a 2,51 ug/ml para
el Zn, respectivamente.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos del procesamiento de las muestras
y determinacién de los oligoelementos, fueron
procesados mediante el software estadistico R (22) y se
analizaron siguiendo los procedimientos estadisticos
recomendados por la Federacion Internacional de
Quimica Clinica (23). En primer lugar, se realizé un
analisis de estadistica descriptiva, se verificaron valores
aberrantes o extremos con base a los criterios de Dixon
(24) y el cumplimiento de los supuestos estadisticos
normalidad mediante la prueba estadistica Lilliefors
(Kolmogorov-Smirnov) en R. Asimismo se hizo uso
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de estadistica inferencial para comprobar diferencias
de medias entre grupos para aplicar criterios de
particion entre grupos.

Valores de referencia

Los valores de referencia se calcularon considerando
el 95% central de la distribucién, usando como
limites inferior y superior del valor de referencia los
percentiles 2.5 y 97.5, respectivamente. El algoritmo
de calculo de valores de referencia respeta lo
recomendado por el protocolo NCCLS C28-A2, (24)
y recomendaciones de otros autores (25,26).

Resultados
Caracteristicas generales de la muestra

La muestra estuvo conformada por 69 nifos
neurotipicos, con edades comprendida entre 4 y
12 afos, con una media de 7 afios. Con respecto al
sexo, el 54% fueron del género femenino y 46% del
masculino.

Determinacion de Zn y Cu

Se obtuvieron coeficientes de variaciéon de 2,1 % y
2,0% para Cuy Zn, respectivamente.

En cuanto al analisis de muestras, los datos obtenidos
de la determinaciéon de Zn, Cu y Relacién Zn/Cu se
encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Niveles de Zn, Cu y Relacién Zn / Cu
en nifios aparentemente sanos.

Estadisticos Zn (mg/L) Cu(mg/L) Zn/Cu
Minimo 0.665 1.070 0.373
Media 1.159 1.660 0.712
Mediana 1.105 1.645 0.666
Maéximo 2.165 2.360 1.429
Desviacion tipica  0.269 0.238 0.206
N 67 69 67

Particion en grupos por factores de variabilidad
Biologica (edad, sexo, etc)

Se decidid evaluar como posible factor de particion
el género (Sexo) de los individuos. Los gréficos
de densidad (Gréfico 1) permiten observar la
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distribucion de los resultados de los oligoelementos
Cobre y Zinc, y su Relacidn. Se puede observar que
en los tres casos las distribuciones segun el sexo son
similares, la curtosis de la distribucién de valores de
Zinc y la Relacién Zn/Cu, para el género femenino
es leptoctrtica al compararle con la del género
masculino. Asimismo, se observa también para
estas dos pruebas que sin importar el sexo, parecen
reportar resultados sesgados a la izquierda. Ahora
analizando el comportamiento de cada variable por
el género, graficamente en los tres casos se observa
que los resultados se superponen, por lo que debemos
esperar al estudio de la diferencia de medias.

Se verificé la normalidad de los subgrupos creados
segun el género femenino o masculino, (Tabla 2),
obteniendo a través de la prueba de Kolmogorov
Smirnov modificada por Lilliefors que no es
significativa (p>0,05), por lo que no se rechaza la
hipétesis de normalidad con un nivel de significacién
del 5%.

Niveles de los Oligoelementos por Género

- = Femenino
= — Masculno

Densidad

00 05 10 15

Densidad
00 05 10 15 20

Densidad
00 05 10 15 20 25
L

05 10 15

Relacion Zn/Cu

Grafico 1. Gréficos de densidad. Distribucién de
niveles de Cobre, Zinc y Relacién de Zn/Cu sérico en
ninos aparentemente sanos segun su género
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Tabla 2. Prueba de normalidad por género

p valor
Lilliefors
Oligoelemento / Relacién Kolmogorov-Smirnov
Femenino Masculino
Cobre 0,5646 0,3061
Zinc 0,3659 0,1955
Relacién Zn/Cu 0,5817 0,1494

Partiendo de la normalidad de los subgrupos segtn el
género, se verificé la homogeneidad de las varianzas
para aplicar la prueba t para muestras independientes
segun corresponda. Los resultados se muestran en la
Tabla 3.

Tabla 3. Comparacion de Niveles de Zn, Cu
y relacion Zn/Cu en nifos

Prueba Igualdad de  Prueba t muestras
Oligoelemento las varianzas independientes
/ Relacién

F p valor T p valor

Cobre 1,1672 0.6649  -0,09044* 0.9282
Zinc 0.31471 0.001306 -1,6882** 0.09789
Relacion 032138 0.001584 -1,5255** 0.1337
Zn/Cu

* Prueba t asumiendo varianzas iguales. ** Prueba t para
varianzas diferentes

Considerando los resultados de la prueba F para
homogeneidad de varianzas, asumimos varianzas
iguales para los valores de cobre (p>0,05) vy
heterocedasticidad de las varianzas en los grupos para
el Zinc y la Relacién de Zn/Cu (p<0,05). Al aplicar
la prueba t para muestras independientes no se
encontraron diferencias significativas en los valores
de Cobre, Zinc y la Relacién Zn/Cu para un nivel de
significaciéon de 5% (p>0,05) en los grupos segin
el género, por lo tanto no se justifica la particion o
determinacién de los valores de referencia en grupos
segun el género.

Determinacion de outliers. Criterios de Dixon

Se entiende como valores extremos aquellos datos
que se apartan de modo notable de la distribucién y
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que, por tanto, es poco verosimil que pertenezcan a
la misma. Estos valores no corresponden a posibles
errores analiticos, lo cual fue contemplando en el
control interno de la calidad realizado. Una vez
identificados los valores extremos podran ser
eliminados de los datos. Se recomienda el criterio de
Dixon, para ello se calculé la relacion D/R, donde D
es la diferencia absoluta entre observacién extrema
(méximo o minimo) y la siguiente mas grande (o
mds pequefia) observacion, y R es el rango de todas
las observaciones (maximo - minimo). El valor
de corte es 1/3; es decir, si el valor observado de
D fuera igual o superior a un tercio del rango R, la
observacion extrema se eliminaria (24). Con base a
estos criterios no se obtuvieron valores extremos en
los oligoelementos Cobre y Zinc, ni en la relacién
7Zn/Cu, como se detalla en la Tabla 4.

Tabla 4. Criterio de Dixon para identificacion de
valores extremos

Valor D Zn Cu Zn/Cu
X2-X1 0.070 0.030 0.047
Xn-Xn-1 0.305 0.165 0.130
Dixon R/3 0.5 0.43 0.136

mgh

Valores do Cobie

e

Q-
i =

mpl

14

Valores de Jinc
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Verificacion normalidad para todos los datos

Cuando se utiliza el método paramétrico, el
numero de individuos de referencia seleccionados
debe ser de 30 como minimo, pero si se utiliza el
método no paramétrico, 120 es el nimero minimo
(27). En nuestra experiencia, el tamafio muestral
es mayor de 30, pero menor a 120, por lo que se
verific6 los supuestos de normalidad para cada
uno de los oligoelementos. El Grafico 2, presenta
la comparacion de los graficos de caja en cada uno
de los elementos. Observamos que las distribuciones
se asemejan a una normal, lo cual se corresponde
a lo mostrado en los resultados de la Tabla 5, con
algunos valores outliers segin los criterios de los
graficos de caja (desestimados por los criterios de
Dixon presentados).

Grdficos de Caja para observar la distribucién de los
datos

Con estos graficos se puede observar que las
distribuciones se asemejan a una distribucién normal,
con algunos valores outliers segun los criterios de los
graficos de caja, pero para asegurar esto debemos
aplicar un test para verificar normalidad.

En la Tabla 5, mediante el test de normalidad de
Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov), se verificé la
hipétesis de que las muestras provienen de una

Waloses Jinc | Cobra

K]
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[
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Grafico 2. Gréficos de Caja con la distribucion de todos los datos por Oligoelemento y su relacién
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Tabla 5. Resultados del Test de Normalidad
con todos los individuos

Oligoelemento / Estadistico de

Relacion Contraste p valor
Cobre D =0.074673 0.4446
Zinc D =0.10362 0.07147
Relaciéon Zn/Cu D =0.10342 0.07256

poblacidon normal, obteniendo que en todos los casos
el p valor fue > 0,05, por lo que podemos asumir la
normalidad de todas las distribuciones.

Con todo lo obtenido, se pudieron determinar los
valores de referencia como los percentiles 2,5y 97,5
que contiene al 95% de los valores que seran usados
para referenciar los resultados de los diferentes
individuos de caracteristicas similares a nuestra
experiencia. Estos valores se muestran en el Gréfico
3, donde se evidencia que los intervalos de referencia
biolégicos para el Cobre se encuentran entre 1,230
y 2,132 mg/L, Zinc entre 0,781y 1,815 mg/L yla
Relacién Zn/Cu entre 0,398 y 1,223.

Histograma y Valores de Referencia en nifios

VR(2.5%)=1.230 mgiL. /
A

= Distribucién Nermal
= Valores de Referencia

VR(S75%)=2.132 mgiL

Densidad

00 05 10 15

T T T T T T T \
1.0 12 14 16 18 20 22 24
moiL.
Cobre
-
kI VR(2.5%)0.761 \\ VR(S7.5%)=1.615 mgiL
£ ) N
° /
[

25

VR(2.5%)=0.398

Densidad

a
o
“
o
m
=
o
=

Relacién
Relacién Znc/Cobre.

Grifico 3. Distribucién y
Valores de Referencia
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Discusion

En el presente trabajo, se determinaron las
concentraciones de Zn y Cu en el suero de 69 nifios
sanos seleccionados de acuerdo a los criterios de
inclusion con edades comprendidas entre 4 a 14 afos,
que residen en la Gran Caracas. Los valores de Zn
sérico <0,70mg/L (Gibson et al. 1989) (27),y Cusérico
<0,90 mg/L (Cordano 1998) (28), respectivamente,
se escogieron como puntos de corte para indicar una
nutriciéon inadecuada en estos micronutrientes.

Los niveles medios de Zn fueron 1,159 + 0,269
mg/L, no encontrdndose diferencia significativa
en el nivel del zinc entre varones y hembras en los
diferentes grupos de edad; este hallazgo concuerda
con los trabajos de Carpentieri y col (29), Lockitch
G y col (30), Feliu y col en Argentina (31) y Silva
y col en Mérida, Venezuela (32). El valor de zinc
sérico por debajo de 0,70 mg/L sugiere una nutricién
inadecuada por deficiencia de Zn. Este valor se
considera el limite mas bajo para los adultos y los
nifios normales segiin Gibson y col (27). De acuerdo
con esto, uno s6lo de los nifios del estudio (1,4%),
presentd valores por debajo de esta cifra. E1 71,7% de
la poblacién estudiada presenta valores de Zn entre 1
y 2 mg/L. Dorner y col., para una poblacién similar
(5 - 18 afios), muestran valores de Zn sérico entre 0,64
- 1,10 mg/L, mas bajos que los resultados obtenidos
en este trabajo (33).

Con respecto a los niveles de Cobre la media
obtenida fue de 1,660 + 0,238 mg/L, sin diferencias
significativas entre nifos y nifias. Se encontrd que el
91,3% de los nifios presenta valores de Cu entre 1y
2 mg/L. Dorner Ky col. hallaron para Cu sérico una
media de 0,98 mg/L con un rango entre 0,66 - 1,36
mg/L (34), resultados similares a los reportados por
Lockitch G y col. en niflos entre 1 y 13 anos de edad
0,80 - 1,20 (30), Silva T y col. en una poblacién de
nifnos obtuvieron una media de 1,18 +0,43 mg/L con
un rango 0,87 - 1,49 (32) similar a lo reportado por
Brunetto y col. (35), todos estos estudios hallaron
niveles inferiores respecto a los encontrados en el
presente trabajo. Otros estudios realizados en el
mismo grupo de edad muestran valores similares a
los de este estudio (36).

En este estudio no se encontraron niveles
nutricionales inadecuados de Zn y Cu, lo cual puede
estar relacionado a que estos nifios no presentan
desnutricion (datos no mostrados). Fernandez y col
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encontraron que a medida que aumenta el grado de
desnutriciéon en el nifio, disminuyen los niveles de
Zn y Cu (37). Niveles disminuidos o hipocupremia
fue reportada por Duran y col. (38) y Subotzky y col.
1992 (39) en infantes y nifios malnutridos.

Por otra parte, cuando analizamos la relaciéon Zn/
Cu encontramos una media de 0,712 + 0,206 mg/L
y un rango de 0,398 - 1,223 mg/L. Valores de
referencia para la relacion Zn/Cu similares fueron
reportados por Lockitch G y col., estos investigadores
encontraron que la relaciéon se mantenia constante a
lo largo de todas las edades de la infancia, desde un
minimo de 0,4 hasta un maximo de 1,3 (30).

Las carencias marginales de estos elementos pueden
estar determinadas por el ingreso inadecuado, la
composicion de la dieta, las infecciones recurrentes,
las parasitosis, la diarrea y otras causas (40).

Conclusiones

Conocer el balance de micronutrientes es importante,
en especial lo que se refiere al Zn, Cuy la relacién Zn/
Cu debido a que da una idea del estado nutricional
del nifio y orienta al clinico sobre los problemas que
puede presentar el nifio en su desarrollo cognoscitivo
y/o neuroldgico normal, o bien que estemos en
presencia de un problema de disbiosis con una
relaciéon Zn/Cu aumentada, u otro proceso infeccioso
o malnutricidén.

La metodologia estandarizada que se empled para
llevar a cabo las respectivas determinaciones de Zn
y Cu por Espectrofotometria de absorcién atémica,
resulté adecuadamente precisa y util para el analisis
de las muestras clinicas. Los valores de referencia
establecidos son un aporte para poder evidenciar
posibles deficiencias de estos oligoelementos en
la poblacion pediatrica, a fin de poder identificar
posibles deficiencias que puedan afectar el normal
desarrollo neuroldgico y cognoscitivo en los nifios,
entre otros aspectos.
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RESUMEN:

Se presenta un caso de queratitis causada por Nigrospora sp., en una persona de la comunidad de la Gran Caracas-
Venezuela, usuaria de lentes de contacto de 43 afios de edad. Se recibi6 en el laboratorio de microbiologia muestra de
secrecion corneal sembrada en agar sabouraud dextrosa con gentamicina y lente de contacto izquierdo a quien se le
realiz6 examen directo con KOH al 20 % observandose la presencia de hifas septadas conduciendo a un diagndstico
rapido de queratitis fingica y confirmacion por cultivo de Nigrospora sp. Se instauré una precoz terapia antifingica
tépica con una unica dosis intraestromal de voriconazol al 1 %, natamicina al 5 % y gotas de voriconazol al 1 %.
Es de importancia la confirmacién diagndstica precisa en el manejo de queratitis por hongos para evitar el uso
innecesario de antimicrobianos y de afecciones que requieren de procedimientos quirurgicos.

Palabras claves: Nigrospora sp., cultivo, KOH al 20 %, voriconazol, natamicina.

CONTACT LENS ASSOCIATED KERATITIS DUE TO NIGROSPORA SP

SUMMARY

A case of keratitis caused by Nigrospora sp. Is presented, in a person from the community of Greater Caracas-
Venezuela, a 43-year-old user of contact lenses. A sample of corneal secretion planted on sabouraud dextrose
agar with gentamicin and a left contact lens was received in the microbiology laboratory, who underwent direct
examination with 20% KOH, observing the presence of septate hyphae, leading to a rapid diagnosis of fungal
keratitis and confirmation. by cultivation of Nigrospora sp. Early topical antifungal therapy was established with
a single intrastromal dose of voriconazole 1 %, natamycin 5 %, and voriconazole drops 1 %. Accurate diagnostic
confirmation is important for the management of fungal keratitis to avoid unnecessary use of antimicrobials and
conditions that require surgical procedures.

Key words: Nigrospora sp., Culture, 20% KOH, voriconazole, natamycin.

Introduccién de origen vegetal, donde una cuarta parte de estos
pacientes ejercian labores agricolas (3). Existen mas de
100 especies de hongos diferentes documentados como
causantes de queratitis micética. En general, Fusariumy
Aspergillus son los agentes etioldgicos mas cominmente
aislados en pacientes con queratitis micética en los
tropicos de cada regiéon donde se aisle este tipo de
hongos, mientras que Candida albicans es aislada
en regiones templadas (3-6). Estudios en Venezuela
realizados por Delgado y col., Bermudez y col,
encontraron que las ulceras micéticas predominaban
en un 36,66 % y 42,45 % respectivamente; y los agentes
mayormente involucrados fueron los géneros Fusarium
y Aspergillus (7,8). La mayoria de estudios alusivos
sobre queratomicosis describen el traumatismo como
un factor de riesgo para la adquisicion de esta afeccién

Las principales causas de queratitis infecciosa varian
segun la region geografica, el nivel socio econémico, la
presencia de factores de riesgo, historia de traumatismo
ocular, comorbilidades, la edad del paciente y en
menor grado el uso de lentes de contacto (1). La
incidencia anual de queratitis fingica en el Reino
Unido y Dinamarca se presenta en 0,32 y 0,6 millones
de personas respectivamente. En los Estados Unidos
en zonas humedas hacia el sur un 35 % de queratitis
infecciosas son causadas por hongos, mientras que en
zonas templadas las infecciones fingicas oscilan entre
el 1 % y 8 % (2). Un estudio realizado en India describe
que el 90% de las tlceras micdticas fueron por trauma
ocular, y el 60 % de las mismas corresponden a lesiones
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y puede oscilar entre 35 % y un 71 % (2). Uno de los
factores de riesgo relacionados a traumatismo que se ha
incrementado en las tltimas dos décadas a nivel mundial
ha sido el uso de lentes de contacto, asocidndose a un
aumento de los reportes de queratitis micética (5), en
Venezuela se desconoce el porcentaje de este factor de
riesgo por lo que se presenta este caso clinico donde el
uso de lentes de contacto se asocid a una queratitis de
origen micética causada por Nigrospora sp., la cual fue
identificada fenotipicamente, a la vez que es un hongo
poco comun reportado en la literatura consultada como
causante de queratomicosis.

Caso clinico

Se recibe el 15 de abril del 2018 en el laboratorio de
microbiologia del Instituto Médico la Floresta Caracas-
Venezuela, muestra de secrecidon corneal sembrada en
agar sabouraud con gentamicina y lente de contacto del
ojo izquierdo de paciente masculino de 43 anos de edad,
de ocupacién administrador, inmunocompetente, sin
patologia ocular previa personal ni familiar, procedente
de lalocalidad (Gran Caracas). Las muestras (secrecion
corneal y lente de contacto izquierdo) es remitida de
un centro oftalmoldgico de la ciudad capital, Caracas-
Venezuela. El paciente acude a la consulta oftalmoldgica
por presentar disminucion de la vision, prurito,
enrojecimiento y dolor ocular de 5 dias de evolucion.
Al examen ocular, el paciente presenté una ulcera
de cérnea supurativa la cual estaba congestionada y
edematizada con un borde irregular y plumoso por lo
que sospecharon de queratitis micética, solicitando
cultivo micolégico y bacterioldgico para descartar
bacterias coinfectantes. Mientras tanto, se instaurd
tratamiento empirico tépico en gotas con tobramicina
al 0,3 % mas dexametasona al 0,1 %.

Ellente de contacto fue troceado en porciones pequenas
con bisturi estéril en campana de flujo laminar, se
realiz6 examen directo con KOH al 20 % (40X)
observandose hifas delgadas y tabicadas ligeramente
dematedceas (Figura 1). Las porciones restantes fueron
sembradas en agar Sabouraud dextrosa (Oxoid-USA)
con gentamicina, agar Mycosel (Oxoid-USA) y agar
papa (Oxoid-USA) e incubadas a 28 °C junto con la
placa de agar sabouraud mds gentamicina que venia
ya sembrada con la muestra de la secrecién corneal
realizada por el médico oftalmdlogo; para observarse
semanalmente por 30 dias. El cultivo bacteriano fue
sembrado en agar Sangre (Oxoid-USA), agar GC
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Figura 1. Examen directo de una porcién del lente de
contacto con KOH al 20 % (40X) donde se observan
hifas ramificadas y tabicadas dematiaceas.

(suplementado con vitox-Oxoid-USA) incubados a
35 °C en atmoésfera de CO, al 5 % y agar Cled (Oxoid-
USA) incubado a 35 ° C sin atmdsfera de CO, por 5
dias.

Una vez emitido el reporte inicial del examen directo
del lente de contacto, al paciente le fue administrada
una Unica inyecciéon intraestromal de voriconazol
al 1 %, natamicina al 5 % en gotas cada 2 horas y
voriconazol cada dos horas en gotas preparadas al 1
%, en combinacién con tobramicina al 0,3 % en gotas
mas dexametasona al 0,1 % cada 4 horas por 4 dias. Al
quinto dia fueron espaciadas a cada 6 horas las gotas de
voriconazol al 1 % y natamicina al 5 % y se mantuvo la
tobramicina al 0,3 % mads dexametasona al 0,1 % cada 8
horas para evitar coinfeccion bacteriana y disminuir la
inflamacién manteniendo el tratamiento por 2 semanas
mas.

Al cabo de 7 dias hubo crecimiento en la totalidad de la
placa de agar sabouraud y agar papa de la muestra del
lente y en la placa de sabouraud mas gentamicina de la
secrecion corneal tomada por el médico oftalmdlogo,
de colonia de color blanco con variantes a café oscuro
de aspecto afelpado en el anverso y color gris oscuro
a negro en el reverso (Figura 2). Se hizo examen
directo de las colonias crecidas en agar sabouraud
con azul de Cotton de ambas muestras donde se
visualiz6 (en 40 X) una célula conidiégena en solitario
(espora unicelular y asexual) ligeramente esférica,
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B

Figura 2. Crecimiento en agar Sabouraud +
Gentamicina de las colonias de Nigrospora sp.,
alos 7 dias de incubacién. A: colonia de color blanco
con variantes a café oscuro de aspecto afelpado en el
anverso de la placa. B: color gris oscuro de la colonia
en el reverso de la placa.

aplanada horizontalmente en su dpice de color negro
sobre un conidiéforo ligeramente abultado e hifas
dematedceas ramificadas y tabicadas, caracteristicas
compatibles del género Nigrospora (Figura 3). No
hubo crecimiento bacteriano en el cultivo realizado
a los 5 dias de incubacién. A partir del agar papa se
realizaron las pruebas de susceptibilidad por el método
Etest de acuerdo a las especificaciones del fabricante
(9), tomando en cuenta la metodologia descrita por
el Comité de estandares de laboratorio clinico (CLSI,
por sus siglas en inglés) y de estudios de susceptibilidad
para hongos filamentosos (10,11). Los antifiingicos
utilizados por Etest fueron anfotericina B (AB),
voriconazol (VO) y posaconazol (POZ). La lectura de
las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) por
Etest fueron la concentracién mds baja del firmaco que
gener6 una elipse de inhibicién en el crecimiento del
hongo, obteniéndose CMI de 1 ug/mL para AB, 0,5 ug/
mL para VO y 0,125 ug/mL para POZ a las 48 h de
incubacién a 35 °C.
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Figura 3. Examen directo de la colonia con azul
de Cotton (40 X) donde se observa un conidio
solitario esférico de color negro sobre un conidiéforo
ligeramente abultado e hifas ramificadas y tabicadas
dematidceas compatibles con Nigrospora sp.

Al cabo de las 2 semanas de tratamiento, se observé
una cicatriz gruesa y estable con adelgazamiento de
la cérnea por lo que se le realizé una debridaciéon en
el area mejorando su agudeza visual, no se observé
perforacion ocular, asi como la desaparicion del prurito,
dolor y enrojecimiento, informacién suministrada por
el médico oftalmdlogo tratante ya que no fue tomada
otra muestra para verificar la ausencia del hongo. La
terapia fue continuada por 2 semanas mas, retirando
el antimicrobiano (tobramicina al 0,3 %). La terapia
antifingica fue descontinuada después de haber
cumplido con estas semanas de tratamiento con la
mejoria plena del paciente.

Discusion

El nombre de Nigrospora fue introducido por primera
vez por Zimmerman en 1902. Nigrospora es un género
fingico importante de los ascomicetos, con una
distribucién cosmopolita y una amplia diversidad de
hospedadores. Especies de Nigrospora se han aislado
como endéfitos de hojas y tallos de varias plantas,
o como saprobios de detritus de larvas muertas y
hojarascas. Es un patdgeno vegetal frecuente que
afecta a cereales y frutas (6,12). Sin embargo, su
papel patdgeno en humanos como agente causal de
infecciones fiingicas no es bien conocido. Algunas
esporas de Nigrospora son responsables de alergia con
hipersensibilidad tipo I, rinitis estacional (fiebre del
heno), asma o enfermedades respiratorias alérgicas
(12); asi como también ha sido aislada como parte de la

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2019; Vol 22(2): 57-62.




X Moreno et al.

microbiota conjuntival. Williamson et al., encontraron
en 553 individuos con conjuntiva ocular clinicamente
sana 32 aislados de hongos filamentosos y 1 de ellos
era Nigrospora sp. (13); mientras que Segal et al., en un
grupo de 88 individuos clinicamente sanos a nivel de la
conjuntiva ocular en un area cerrada, encontraron 34
aislados de diferentes especies de hongos filamentosos
que inclufa un aislamiento de Nigrospora sp. (14).
La mayoria de los aislados en estos dos estudios
evaluaban la microbiota normal de la conjuntiva
encontrandose en mayor proporcidon aislados de
Alternaria, Aspergillus y Penicillium que implican
mohos con esporas aerotransportadas (13,14). Debe
suponerse la posibilidad de que estos hongos tuvieran
solo una existencia transitoria en el ojo, también se
debe considerar su papel como posibles patégenos en
condiciones traumaticas para el ojo como el caso clinico
que se esta presentando donde saprdéfitos conjuntivales
como Nigrospora podrian asumir un papel patégeno
en una infeccion “oportunista” mediada por el lente
de contacto. Actualmente, hay aproximadamente
27 especies reconocidas incluidas en el MycoBank
y de acuerdo a la nueva nomenclatura taxonémica,
Nigrospora es clasificada en la Division: Ascomycota;
Orden: Sordariales; Familia: Apiosporaceae; Genero:
Nigrospora.  El estado teleomérfico o sexual de
Nigrospora recibe el nombre de KhusKia, otro género
monofilético de la division Ascomyceta (15, 16).
Especies como N. oryzae y N. sphaerica son las mas
frecuentemente encontradas, siendo la primera un
problema importante en la agricultura y la segunda se
ha informado como patdgeno asociado a traumas en
infecciones de paciente inmunocompetentes (15) como
es el caso clinico que se presenta, donde el paciente
adquiere la queratitis fingica por trauma a causa del uso
de lentes de contacto, el cual es un método cada vez mas
popular para corregir la visién, y como consecuencia
un factor para adquirir queratitis microbiana (17). En
el presente caso clinico no fue posible la identificacién
molecular para definir la especie, solo se utilizaron
caracteristicas fenotipicas morfoldgicas descritas en
el Atlas de hongos clinicos compatibles con el género
Nigrospora (16).

Estudios estiman que la incidencia de infecciones
fingicas relacionadas con el cristalino es inferior al
5% en Estados Unidos y el mundo (12). Especies de
Fusarium, estan catalogados como los principales
hongos filamentosos causantes de queratitis micdtica
relacionadosconlentesde contactoseguidos porespecies
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de Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces, Scedosporium
apiospermun, Curvularia, Cladosporium, Alternaria,
Bipolaris y Candida con una incidencia del 6 % al 30%
(1, 2, 5, 17, 18). Como se ha descrito anteriormente
el trauma ocular es el factor de predisposicion mds
importante en la queratitis micética que oscila entre un
40 % - 60 %; estos hongos no penetran en un epitelio
intacto y la invasion es secundario a trauma (5,17).
Un informe del Centros de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC), a través de un estudio hecho
por un grupo de investigadores externos examiné
las conductas de riesgo en infecciones oculares
relacionadas con lentes de contacto, encontrando que
99 % de los usuarios presentaron mas de un factor
de riesgo, el 50 % informé haber dormido durante la
noche con lentes, un 87 % durmid varias veces con
lentes, un 50 % pospuso el reemplazo recomendado de
lentes, un 85 % se duchaba con lentes y un 61 % nadaba
con ellos (19). De acuerdo a estos acontecimientos
el CDC propuso las siguientes pautas para reducir el
riesgo de complicaciones relacionadas con el uso de
los lentes de contacto: 1. No dormir nunca con lentes
de contacto, 2. Evitar ducharse y nadar con los lentes
de contacto, 3. Reemplazar el o los lentes de contacto
segun lo recomendado por el proveedor oftalmoldgico,
4. Reemplazar el estuche de las lentes de contacto al
menos una vez cada 3 meses, 5. Quitarse los lentes de
contacto inmediatamente si experimenta dolor de ojos,
enrojecimiento o visién borrosa y llamar o acudir al
proveedor de atencién oftalmoldgica (19). El paciente
del presente caso clinico inclufa conductas de dormir
algunas veces con los lentes, situaciéon que pudo
facilitar la penetracion del hongo a la cérnea, ya que
este microorganismo puede estar de manera transitoria
en la conjuntiva ocular.

La queratitis micética tiene ciertas caracteristicas
especiales que pueden ayudar a diferenciarla de la
queratitis bacteriana como bordes plumosos, un
hipopidn fijo, anillos inmunes, placas endoteliales y un
absceso corneal posterior (20) de las cuales los bordes
plumosos estaban presentes en el paciente en estudio
permitiendo la orientacion por una infeccién fingica.

El tratamiento de las queratitis micdticas es un
problema en la actualidad. Ain no se han establecido
pruebas de susceptibilidad con puntos de corte
para el tratamiento de este tipo de hongo, pero
tomando en cuenta las recomendaciones para otros
tipos de hongos filamentosos que ya cuentan con
puntos de corte epidemioldgicos establecidos, las
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CMI obtenidas en el presente caso sirvieron para
observar el comportamiento de este hongo micelial
frente a los antifingicos ensayados. El tratamiento
de primera linea para la queratitis fingica incluye
agentes antimicéticos topicos triazélicos como VO y
poliénicos que incluyen natamicina y AB (2, 21). La
CMI obtenida de AB referencié una extrapolacion a
natamicina, ya que estos dos antifungicos pertenecen
al grupo de los polienos, y anfotericina B no tiene
presentacion topica. Diferentes ensayos de tratamiento
encontraron que la natamicina es mds efectiva contra
hongos filamentosos como Fusarium y Aspergillus, y
se utiliza a menudo como antifiingico de primera linea
para el tratamiento de estos agentes micéticos (5), y
en el presente caso clinico fue efectivo al combinarla
con 1 inyeccién intraestromal de VO al 1%, el cual es
tipicamente utilizado como tratamiento de segunda
linea contra hongos filamentosos y especies de Candida
en combinacién con AB (21). Aunque la natamicina
se usa ampliamente como terapia de primera linea
para queratitis fungica filamentosa, el fracaso como
tratamiento primario se ha informado en el 31,3 % en
un estudio de 115 pacientes, por lo que se recomienda
utilizarla en combinacidn con otros antimicéticos (21),
tal como fue utilizada en el presente caso clinico.

Una revisiéon reciente evalué diferentes agentes
antifiingicos en el tratamiento de la queratitis micética
y sugirié que la natamicina puede reducir el riesgo de
perforacién de la cérnea en comparaciéon con VO; e
inyecciones intraestromales de VO han sido capaces de
resolver casos de queratitis micotica recalcitrantes (17).
Una serie de casos examing el uso de VO intraestromal
(50 mg / 0,1 ml) para casos de queratitis que no
responden al tratamiento tdpico, encontrando que
este tratamiento ayudo a resolver el 73 % de los casos
estudiados (22). Otras investigaciones concluyeron
que el VO (generalmente preparado a partir de la
formulacion sistémica al 1 % de concentracién en
gotas) es bien tolerado por el ojo; sin embargo, sugieren
realizar estudios adicionales necesario para determinar
de manera concluyente su eficacia como primera linea
y tratamiento inico con preparacion a concentraciones
superiores y frecuencia de dosificacién optima en la
queratitis micética (21). En el presente caso clinico
la aplicacién en gotas al 1 % en combinacién con
los demas antimicéticos utilizados conllevd a una
resolucion de la queratitis causada por Nigrospora sp.

A nivel mundial se han reportado varios casos de
queratomicosis por Nigrospora spp. relacionados

Queratitis asociada a lentes de contacto por Nigrospora sp.

con traumatismos diferentes a lentes de contacto,
provenientes por el tropiezo accidental con insectos,
animales, plantas, asi como keratittis supurativas
(6, 23, 24). De acuerdo a los buscadores de literatura
cientifica y técnica en salud de América Latina y el
Caribe (LILACS, https://lilacs.bvsalud.org/es/), indice
Scielo (Scientific Electronic Library Online, www.scielo.
org/es), no fueron hallados casos de queratomicosis
mediadas por lentes de contacto relacionadas con
Nigrospora sp. Un estudio venezolano no publicado
realizado en el Hospital Clinico Universitario de
Caracas sobre la Frecuencia de ulceras corneales de
etiologfa fingica, no fue aislado el género Nigrospora
(25), por lo que este caso pudiera ser el primer informe
venezolano y latinoamericano reportado en la literatura
de queratomicosis, asociado a traumatismo por lentes
de contacto causado por Nigrospora sp.

La queratitis fingica se presenta con peor prondstico
visual que la queratitis bacteriana. La rareza de esta
patologia, la falta de terapias efectivas disponibles, y la
rapidez del diagndstico generan un gran desafio para
el clinico basado en evidencia y con recomendaciones
claras para un mejor tratamiento de esta afeccion.
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RESUMEN:

La introduccién de la espectrometria de masas MALDI-TOF (una técnica basada en principios fisicos-quimicos
destinada originalmente a otras aplicaciones) en el diagnéstico clinico, puede aumentar o complementar la
eficiencia de diversas técnicas. Actualmente, esta técnica se ha convertido en una alternativa no solo para el
diagnostico temprano de enfermedades infecciosas sino también para estudios epidemioldgicos que favorecen
nuevas estrategias de prevencion y control, sin desplazar a la biologia molecular, mas bien complementandola. En
este articulo se revisan diferentes estudios que evaluan la concordancia en la identificacion de bacterias, virus,
hongos y parasitos por MALDI-TOF MS, PCR y técnicas microbiolégicas convencionales evidenciandose la eficacia,
confiabilidad y excelente desempefio de la espectrometria de masas incluso en cuanto a costo y tiempo.

Palabras claves: Espectrometria de masas, biologia molecular, proteémica, huella peptidica.

MASS SPECTROMETRY / MALDI-TOF AND POLYMERASE CHAIN REACTION:
COMPLEMENTARY TECHNIQUES IN THE IDENTIFICATION OF BIOMOLECULES

SUMMARY

Introduction of MALDI-TOF mass spectrometry (a technique based on physical-chemical principles originally
intended for other applications) in clinical diagnosis can increase or complement the efficiency of various techniques.
Currently, this technique has become an alternative not only for early diagnosis of infectious diseases but also for
epidemiological studies that favor new prevention and control strategies, without displacing molecular biology,
rather complementing it. This article reviews different studies that evaluate concordance between identification
of bacteria, viruses, fungi and parasites by MALDI-TOF MS, PCR and conventional microbiological techniques,
demonstrating efficacy, reliability and excellent performance of mass spectrometry even in terms of cost and time.

Key words: Mass spectrometry, molecular biology, proteomics, peptide fingerprint.

Introduccion de interés (2), deteccion y determinacion de especies,
genotipo y/o cepa de agentes patdgenos humanos,
entre otras (3). Las implicaciones que tiene este nuevo
conocimiento abarcan campos tan diversos como

la medicina, la conservacion medio ambiental y la

En la actualidad, la investigacion basada en biologia
molecular ofrece un inmenso campo de posibilidades
para un mejor entendimiento de los fenémenos
bioldgicos que nos rodean, valiéndose de técnicas cuyo

fundamento es aislar 4cidos nucleicos o extraerlos
con alta pureza, visualizarlos, cortarlos, pegarlos,
amplificar una regién en una enorme cantidad de
moléculas, cortar una determinada region con enzimas
de restriccion para determinar si por una mutacion
se gana o se pierde un sitio de restriccién, entre
otras multiples variantes (1). Dichas técnicas poseen
diversas aplicaciones, generalmente en el diagndstico
de enfermedades hereditarias, busqueda de alelos o
marcadores moleculares asociados a caracteristicas

Solicitar copia a: Aura Palencia (adpalencia@uc.eduve )

industrial (4,5).

La Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) es el ejemplo clasico de los ensayos de
amplificacién de acidos nucleicos, considerada hoy
como una herramienta imprescindible en el laboratorio
de biologia molecular e ingenierfa genética (6). Esta
técnica estd basada en el uso de cebadores y una enzima,
ADN polimerasa termoestable (Taq polimerasa),
que permite amplificar el segmento sefialado por los
cebadores (oligonucledtidos). Es un proceso ciclico de
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aproximadamente unas 40 repeticiones de tres pasos que
suceden a diferentes temperaturas: desnaturalizacion,
alineamiento o fijacién de los cebadores y extension.
Esta progresion es controlada en el tiempo y por los
cambios de temperatura (7).

Se han desarrollado variantes de la PCR que amplian
su versatilidad dentro de las que se encuentran: PCR
multiple, RT-PCR, PCR anidada, PCR de extensién
solapada (mutagénesis), PCR in situ, amplificacién
mediante activacion progresiva de la polimerasa,
amplificacién con rampa decreciente de temperaturas,
amplificacién asimétrica, amplificacion cuantitativa
(PCR en tiempo real), amplificacién en chips. Hoy
existen sistemas capaces de realizar ambas funciones,
tanto la RT como la polimerizaciéon del ADN, y
entonces el proceso se denomina RT-PCR (6). Después
de la amplificacion el producto de la PCR puede ser
detectado por medios, como la electroforesis en gel de
agarosa o la electroforesis capilar (5,7).

En este contexto, aun cuando es indiscutible el papel
de la PCR para la investigacién de diversos organismos
de interés clinico, el surgimiento de técnicas basadas en
principios fisicos-quimicos o destinados originalmente
a otras aplicaciones pueden aumentar o complementar
la eficiencia de dichas técnicas en el diagndstico
clinico. En este sentido, la espectrometria de masas
de desorcién/ionizacién laser (MALDI-TOF SM) por
sus siglas en inglés, es capaz de analizar cualitativa
y cuantitativamente mezclas complejas de diversas
sustancias. Asimismo, esta técnica también permite
determinar la masa molecular de un compuesto y la
de los diversos fragmentos que resultan de la rotura
del mismo, proporcionando informaciéon sobre la
estructura del compuesto inicial (8).

El analisis de perfiles de proteinas mediante MALDI-
TOF SM, ha permitido en el campo de la protedmica
comparar los espectros de masas obtenidos por dicha
técnica con una base de datos bioldgica de proteinas
(9) cuya secuencia se conoce o bien de informacion
gendémica, esto es, mediante un enfoque in silico.
Para esto, se emplean herramientas de software
capaces de traducir las secuencias nucleotidicas del
genoma, depositadas en la base de datos, a secuencias
de aminodcidos (esto es, los componentes de las
proteinas); luego, se corta tedricamente la secuencia de
la cadena polipeptidicay se calculan las masas absolutas
de los péptidos obtenidos (10). Dicha comparacién
entre huella de tamafos de péptidos obtenida con
las depositadas en la base de datos permite asociar
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estadisticamente la proteina desconocida con la mas
semejante de la base de datos (asociacién que puede ser
de identidad) (11). Especificamente, la huella peptidica
es Unica para cada microorganismo, lo que permite
identificarlo (12).

Desde hace treinta afos, la espectrometria de masas
se ha utilizado como una herramienta poderosa
para el andlisis y la caracterizacién de proteinas. Sin
embargo, es sélo recientemente que esta tecnologia,
especialmente MALDI-TOF MS, ha entrado en el
campo de la microbiologia clinica habitual (11,13),
permitiendo un diagndstico mas facil y rapido de
patégenos humanos que a través de los métodos de
identificacién molecular y fenotipica convencional,
con una fiabilidad incuestionable y una relacion coste-
eficacia favorable. Actualmente, se ha convertido en
una alternativa no solo para el diagnéstico temprano de
enfermedades infecciosas sino también para estudios
epidemioldgico que favorecen nuevas estrategias
de prevencién y control, sin desplazar la biologia
molecular, mas bien complementdndola (14). Aunado
a esto, MALDI-TOF SM se estd desarrollando como
alternativa a la electroforesis en gel para visualizar
fragmentos de ADN generados de forma analoga al
procedimiento seguido en el método de secuenciacién
Sanger y que pueden ser diferenciados en funcién de
su masa, de manera que los polimorfismos de un solo
nucleétido pueden ser detectados por la diferente masa
de los distintos nucledtidos que formen la secuencia de
ADN en cada caso (15).

Con base en lo anteriormente expuesto, a continuacion,
se presenta una revision sobre la aplicaciéon de MALDI-
TOF SM en la identificacién de microorganismos, bien
sea caracterizados a través de técnicas moleculares o
métodos convencionales.

Espectrometria de masas de desorcion/ionizacion
laser (MALDI-TOF SM)

La espectrometria de masas (EM) es una técnica
microanalitica usada para identificar compuestos
desconocidos, cuantificar compuestos conocidos, y
para elucidar la estructura y propiedades quimicas
de las moléculas. Requiere cantidades pequefas de
muestra y obtiene informacién caracteristica como el
peso y algunas veces la estructura del analito. En la EM
la muestra es ionizada (y por tanto destruida) usando
diversos procedimientos para ello. De todos ellos el
mas usual y/o utilizado es la técnica denominada de
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Impacto Electrénico consistente en el bombardeo de la
muestra (previamente vaporizada mediante el uso de
alto vacio y una fuente de calor) con una corriente de
electrones a alta velocidad (11).

Mediante este proceso, la sustancia pierde algunos
electrones y se fragmenta dando diferentes iones,
radicales y moléculas neutras. Los iones (moléculas
o fragmentos cargados) son entonces conducidos
mediante un acelerador de iones a un tubo analizador
curvado sobre el que existe un fuerte campo magnético
y conducidos a un colector/analizador sobre el que se
recogen los impactos de dichos iones en funcién de la
relacién carga/masa de los mismos. Cada compuesto
es Unico, y cada uno de los compuestos se ionizara y
fragmentard de una determinada manera, y en este
principio se basa la espectrometria de masas para
identificar cada analito (16).

El MALDI-TOF MS utiliza el célculo de tiempo de
migracién (tiempo de vuelo) de cada fragmento de
una molécula a través de un trayecto predeterminado
previa desorcion/ionizacion laser de la molécula en
una matriz determinada (17). Este espectrémetro
tiene la capacidad de medir macromoléculas de hasta
100.000 Dalton, dentro de las cuales estan los péptidos
y proteinas que forman parte de microorganismos.
Dado que un microorganismo analizado en el MALDI-
TOF MS presentara siempre el mismo espectro de
masas, los fabricantes de los sistemas MALDI-TOF MS
han disenado archivos con los espectros de masas de la
fragmentacién de péptidos y proteinas que presentan
estos para una misma emision del laser y una misma
distancia de migracion. La identificacién se realiza a
través de la comparacion (correlacién) del resultado
del microrganismo con todos los espectros de masas
que contiene el archivo comercial proporcionado por
el fabricante, y de acuerdo a puntos de corte definidos
para estas correlaciones (18). Estos archivos junto con
los programas informadticos necesarios para su manejo
permitieron finalmente el uso de esta herramienta en el
campo de la microbiologia clinica.

MALDI-TOF SM y microbiologia

Esta claro que la PCR esta reemplazando el aislamiento
de virus o el cultivo de bacterias para la deteccion de
agentes que son dificiles o imposibles de cultivar.
Hay varias razones para esta tendencia, teniendo en
cuenta que el aislamiento requiere la presencia de los
microorganismos que se replican (virus o bacterias),
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cultivos celulares costosos y el mantenimiento de las
instalaciones, hasta varias semanas para completar el
diagndstico en algunas ocasiones y una pericia especial
que se estd perdiendo o disminuyendo hoy en muchos
laboratorios. Aunque los ensayos de la PCRinicialmente
eran caros y engorrosos, hoy en dia son herramientas
relativamente accesibles, seguras y faciles de utilizar en
los laboratorios de diagndstico.

Por su parte, MALDI-TOF MS se puede utilizar
para la identificacién precisa y rapida de diversos
microorganismos tales como bacterias Gram-positivas,
enterobacterias, levaduras, bacterias no fermentadoras
(12), anaerobias (13) y micobacterias (19). La ventaja
sorprendente del método de espectro de masas
sobre procedimientos fenotipicos y genotipicos es la
preparacion simple de la muestra encorto tiempo para el
analisis (20-22) y existen proyecciones de innovaciones
a esta técnica que la hardn mas versatil ampliando su
utilidad diagndstica en cuanto a matrices (23).

MALDI-TOF MS permite la identificaciéon de
microorganismos mediante el andlisis de proteinas,
principalmente ribosomales (24), a partir de colonias;
este analisis conduce a la creacién de un espectro
de masas que es especifico para cada especie (22,
25). La identificacion de los microorganismos por
MALDI-TOF MS se basa en que las huellas digitales
espectrales varfan entre los microorganismos, algunos
picos son especificos del género, otros de la especie y
otros, a veces, de las subespecies (11). No obstante,
los datos publicados en relacién con ciertos grupos de
microorganismos son todavia controvertidos (22).

En general, los sistemas de identificacién de MALDI-
TOF MS han recibido la aprobacion de la FDA (26),
existen dos grandes fabricantes que comercializan
esta tecnologia, una de ellas es Bruker Daltonics,
Bremen (Alemania) (27) cuya técnica se describird a
continuacién pues en general ilustra el procedimiento.
Para la preparacion de la muestra se requiere un
inoculo tomado a partir de una colonia aislada en
cultivo puro, el cual se deposita por duplicado sobre
una tarjeta de andlisis y se deja secar a temperatura
ambiente. Luego, los pocillos son cubiertos con
la matriz (solucién saturada de é4cido a-ciano-4-
hidroxicinamico en 50% acetonitrilo y 2,5% acido
trifluoro-acético. Los pardmetros del equipo se
ajustan segin recomendaciones del fabricante. Para
la calibracion del espectrémetro se utiliza una prueba
estandar consistente en el perfil proteico de una cepa de
Escherichia coli DH5 péptido alfa, que posee proteinas
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adicionales (BTS; Bruker Daltonics). El estindar BTS
se utiliza también como control positivo para validar
la corrida. Los espectros para cada aislado se obtienen
con 240 disparos del laser en seis regiones distintas en
el mismo pocillo y dichos espectros son analizados por
el software IMALDI Biotyper RTC 3.0. Los espectros
son creados considerando el tiempo requerido por
las proteinas para llegar al detector lo que depende de
la relacién masa/carga de éstas. Cada espectro al ser
comparado con la base de datos permite la asignacién
de un puntaje. Los criterios de identificacién sefialados
por el fabricante son los siguientes: puntaje > 2,000
indica identificacion a nivel de especie, puntaje entre
1,700-1,999 indica identificacién confiable sélo a nivel
de género, mientras que valores < 1,700 no permiten
identificacién (13, 15,20-22).

Cuando se requiere la extraccion, se realiza con etanol/
acido, donde 2-3 colonias aisladas se transfirieren con
un asa de siembra o punta de la pipeta al tornillo tubo de
extraccion y se mezclan en 300 pl de agua doblemente
destilada. Se anade etanol absoluto (0,9 ml), el contenido
del tubo se mezcla con cuidado, ylos tubos se centrifugan
a 13.000 g durante 2 min; se descarta el sobrenadante y
el sedimento se seca al aire. Aproximadamente 10 pl de
la pastilla se mezclan con 50ul de acido férmico (70%),
antes de la adicion de un volumen equivalente de
acetonitrilo. La mezcla se centrifuga a 13.000 g durante
2 miny 1 pl del sobrenadante se coloca sobre una placa
diana MALDI de acero y se deja secar a temperatura
ambiente. Posteriormente, cada muestra se cubre con 1
ul de solucidon de matriz, que consiste en una solucion
saturada de a-ciano-4 4dcido hidroxi-cindmico (HCCA)
en 50 por ciento de acetonitrilo y 2,5 por ciento acido
trifluoroacético (concentracién final: 10 mg HCCA/
ml) y se seca al aire a temperatura ambiente (13, 20, 28).

El uso de esta técnica puede evidenciarse en diferentes
estudios, por ejemplo, Bizzini et al (2010), compararon
a MALDI-TOF MS con el método convencional
fenotipico paralaidentificacion delosaislados de rutina.
Las colonias se analizaron por MALDI-TOF MS, por
deposicion directa sobre la placa diana o después de
una etapa de extraccion de acido férmico-acetonitrilo.
Entre 1.371 aislados identificados por métodos
convencionales, 1.278 (93,2%) fueron identificados a
nivel de especie por MALDI-TOF MS y 73 (5,3%) se
identificaronanivel de género, mientras que en 20(1,5%)
no hubo identificacién fiable. Los autores sefialan que
se requiere una etapa de extraccion para obtener una
identificacion MALDI-TOF MS vilida para el 25,6%
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de las 1.278 cepas validas. En conclusidn, los resultados
de esta investigacion muestran que MALDI-TOF MS
es una técnica rapida y fiable, que tiene el potencial de
reemplazar la identificacién fenotipica convencional
para la mayoria de las cepas bacterianas aisladas de
forma rutinaria en los laboratorios de microbiologia
clinica (20).

Panda et al, en el 2014, identificaron aislamientos
bacterianos clinicos mediante perfiles de proteinas
utilizando MALDI-TOF MS. Los aislamientos
bacterianos recién cultivados fueron seleccionados de
placas de cultivo. La identificacién se hizo segin la
técnica de Bruker Daltonik Gmb H, Bremen, Alemania,
empleando el software MALDI Biotyper 1.1, para la
identificacién microbiana. Se llevé a cabo un analisis
comparativo de 82 aislamientos bacterianos clinicos
usando MALDI-TOF MS vy técnicas convencionales.
Entre los aislados clinicos, la precision a nivel de especie
para los aislamientos fue de 98,78%. Uno de los 82
aislados no concordaba con los ensayos convencionales
dado que MALDI-TOF MS identificé un Streptococcus
pneumoniaey por métodos convencionales se identificd
como Streptococcus viridans. MALDI-TOF MS resultd
ser un sistema preciso, rapido, rentable y robusto para
la identificacion de los aislamientos bacterianos clinicos
(21).

Por otra parte, en lo que concierne al empleo de
métodos moleculares para detectar los mecanismos
de resistencia, éstos se desarrollan mediante diferentes
estrategias: a) hibridacién ADN-ADN con una sonda
de ADN marcada con fluorescencia; la metodologia
consiste en la identificacion de una secuencia especifica
de ADN (gen que codifica a una resistencia) mediante
el reconocimiento de la secuencia homdloga en el
ADN en varias muestras clinicas o bacterianas; b)
amplificacién por PCR de un gen especifico; esta
técnica amplia en forma exponencial un gen especifico
de interés (p. ej., B-lactamasas); c¢) polimorfismo de
fragmentos largos de restriccion (RFLP), que se basa
en el andlisis del patron de restriccién de los fragmentos
de ADN generados por una enzima de restriccién que
previamente se amplificaron por PCR (6); esta prueba
puede detectar mutaciones puntuales en el ADN que
alteren el nimero de sitios de restriccion de la enzima
empleada; d) secuenciacién nucleotidica de ADN, que
consiste en la identificacion de la secuencia de las cuatro
bases que componen el ADN mediante una sintesis de
ADN in vitro (técnica de Sanger); esta secuencia puede
utilizarse para inferir la secuencia de aminodcidos
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que componen a la proteina que codifica este ADN
e identificar las posibles alteraciones (mutaciones) al
compararse con el gen silvestre. En la actualidad se
utilizan nucleétidos marcados con fluorescencia que
permite una secuenciacién de ADN automatizada y
de alto rendimiento (29).

Con respecto a la proteémica, se ha utilizado
la espectrometria de masa para identificar
polimorfismos y genotipificacién de diferentes
proteinas en una sola muestra (30, 31). En cuanto
al drea de la bioinformatica, se ha desarrollado una
gran cantidad de bases de datos con informacién
biomédica y asimismo se han realizado programas
computacionales empleados para establecer las
vias de evolucién de los genes que codifican a las
B-lactamasas de distribucién mundial (30).

Chan et al (2015), proponen un protocolo para la
deteccion de estafilococos resistentes a meticilina y
vancomicina, el cual consiste en combinar el poder
de discriminacion de especies de MALDI-TOF MS
y la capacidad de multiplex en PCR de tiempo real
con andlisis de la curva de fusiéon (PCR-MCA) en
aislamientos clinicos y hemocultivos positivos.
En primer lugar, MALDI-TOF MS se utiliz6 para
la deteccion de aislados clinicos sospechosos o
hemocultivos positivos. Si se identificaban especies
de Staphylococcus o Enterococcus, la misma muestra
se sometia a PCR-MCA para la detecciéon de genes
relacionados de resistencia/citotéxica a antibidticos,
incluyendo genes en una reaccion triple para mecA,
mecALGA251 y leucocidina Panton-Valentine
(PVL) de cultivos de estafilococos aislados de doble
PCR del gen mecA / mecALGA251 y los genes
nuc para cultivos de sangre de estafilococos y los
genes vanA y vanB en una reaccién de dudplex en
enterococos. El tiempo total de ensayo fue <2,5 h.
Los resultados revelaron 100% de concordancia
con las pruebas de sensibilidad a los antibiéticos u
otros métodos de referencia para todos los aislados
de cultivo y cultivos de sangre de enterococos. El
porcentaje de concordancia para estafilococos de
hemocultivos fue del 97,5%. Este estudio concluye
que el método evaluado fue rapido, econémico, fiable
y capaz de detectar genotipos mecALGA251, vanBl
y vanB2, que no estan incluidos en la mayoria de los
ensayos comerciales. Se requiere el cribado a gran escala
para probar aiin mas el rendimiento de este protocolo,
sobre todo para los genotipos que se encuentran con
poca frecuencia (32).
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MALDI-TOF SMy Virus

Tradicionalmente, el método estandar de oro para la
deteccidn directa de los virus es el cultivo de células,
aunque el uso de este método a menudo requiere varios
dias o semanas antes de que se puedan obtener los
resultados. La microscopia electrénica y los métodos de
deteccion directa de antigenos basado en inmunoensayo
enzimatico o inmunofluorescencia son ampliamente
utilizados parala deteccién y/ o identificacién del virus,
aunque algunas de estas técnicas son menos sensibles
que el cultivo celular. Por dltimo, las técnicas de
amplificacién génica basados en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) proporcionan una alternativa
rapida y sensible para la deteccién y/o identificacién de
virus (33, 34).

La deteccién y/o identificacién de virus tradicionalmente
se basan en los métodos basados en el cultivo de células,
microscopia electrénica y deteccién del antigeno
o acido nucleico. Estas técnicas son buenas, pero a
menudo costosas y requieren mucho tiempo; Por otra
parte, no siempre conducen a la identificacion del virus
a nivel de especies o del tipo. Calderaro et al en el 2014,
en Italia estudiaron MALDI-TOF MS para identificar
los poliovirus humanos e identificar biomarcadores
especificos de la proteina viral en las células infectadas.
Los resultados revelaron que dicha técnica es una
herramienta eficaz y de bajo costo para la identificacién
de los tres serotipos de poliovirus. El método se aplicd
en primer lugar a cepas de referencia Sabin, y luego a los
aislados de diferentes muestras clinicas, y se comparé
con el ensayo de neutralizacion (patrén de oro) (35).

Los poliovirus presentan diferentes proteinas de la
capside, que confieren la especificidad del receptor
celular y antigenicidad. El poliovirus tipo 1 es el
serotipo mds comun encontrado en la naturaleza;
sin embargo, los tres serotipos son extremadamente
infecciosos y peligrosos, siendo los agentes causantes
de la poliomielitis. Una de las principales ventajas de
este enfoque es la identificacion de cepas de poliovirus
mediante andlisis MALDI-TOF MS ya que se puede
obtener después a 5 dias-procedimiento (a partir de
la observacion de un efecto citopatico en el cultivo de
la muestra), acortando considerablemente el tiempo
necesario para llevar a cabo la prueba de neutralizacion
(que requiere aproximadamente 20 dias). Esto confirma
la capacidad de la plataforma de MALDI-TOF MS de
acortar significativamente los tiempos para los métodos
de identificacién convencionales en algunos casos v,

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2019; Vol 22(2): 63-71.




A Palencia y G Romero

por otra parte, la reduccién significativa de los costos
de reactivos y la necesidad de personal con experiencia
(35).

PCR y MALDI-TOF SM en parasitologia

Durante las tiltimas décadas, el estudio a nivel molecular
de los parasitos que afectan a los humanos o a sus
cultivos y producciones animales ha sido uno de los
frentes mds activos en parasitologia clinica y aplicada.
De hecho, hoy en dia se ha secuenciado ya el genoma
completo de algunos pardsitos de especial importancia
socioecondmica, como el que causa la malaria humana
(Plasmodium falciparum) (3). En este sentido, las
técnicas para poder detectar y caracterizar el ADN de
un patégeno contintian mejorando y desarrollandose.
El procedimiento discriminatorio fundamental es la
secuenciacion del genoma (3). Las técnicas tales como
el RFLP, el PCR-RFLP, el RAPD-PCR continuardn
desempefiando un papel central en la identificacion y
discriminacién de los aislamientos de la mayoria de los
patdgenos (4), sin embargo técnicas simples como la
PCR convencional contindian demostrando su utilidad,
sobre todo en paises en desarrollo, donde acceder a
equipos de tltima tecnologia puede ser dificil.

La biologia molecular, incluyendo técnicas de
genotipaje diversas y sobre todo de secuenciacién de
ADN, ha conllevado una total revolucién y la necesidad
de revisar muchisimos de los conceptos e ideas sobre
evolucion de los diferentes grupos parasitos de lo que
se sabia hasta hace poco. Merecen especial mencién la
gran utilidad de los diferentes y numerosos marcadores
tanto del ADN ribosomal como del ADN mitocondrial,
dadas las valiosisimas y muy ftiles caracteristicas de
la multiplicidad repetitiva de los genes y especiadores
como la evolucién concertada de estos dos tipos de
marcadores genéticos, que los convierten en idéneos
para este tipo de estudios. La aplicabilidad de estas
técnicasse muestraa diferentes niveles. Yano tinicamente
para analizar la evolucién de grupos de parasitos
completos o de conjuntos de especies bien préximas y
emparentadas, bien mds o menos lejanas, sino también
para el estudio de fenémenos microevolutivos locales
(36), como sucede en fendmenos de hibridacidon
entre especies de pardsitos muy proximos detectables
mediante haplotipaje combinado jugando con genes y
especiadores diversos y analisis de microsatélites y de
introgresion (37).
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En cuanto a la técnica MALDI-TOF MS, hasta ahora
se ha limitado a la obtencion de datos del proteoma
parasitario general, para la caracterizacion de
biomarcadores especificos con el fin de discriminar
entre especies de Cryptosporidium y Giardia. Ademas
de esto, Martiny et al. (2014), evaluaron su posible
aplicacion para diferenciar subtipos de Blastocystis.
En relacién a esto, una base de datos con senales
de proteinas parasitarias fue construido para cinco
subtipos de Blastocystis, y los espectros de referencia
se compararon con los de 19 cultivos axénicos de ST1,
ST2, ST3, ST4 y ST8 y nueve cultivos xenicos liquidos
con ST3 y ST4. Las muestras de los cultivos axénicos se
prepararon utilizando la extraccion con dcido férmico
estandar. Los espectros de referencia revelaron cinco
perfiles espectrales diferentes, y la biblioteca de base
de datos permitié la discriminacion entre todos los
cultivos con indices de fiabilidad que van desde 2,038
hasta mas de 2,8 cuando se realizé una extraccion. El
procedimiento de deposiciéon directa como resultado
una mayor variabilidad en la discriminaciéon y la
identificacion directa de MALDI-TOF MS a partir de
cultivos liquidos xenicos fue eficaz en 3 de 9 muestras.
MALDI-TOF MS resulté ser una tecnologia eficaz para
discriminar eficazmente subtipos de Blastocystis en
cultivos axénicos (38).

Cassagne et al (2014) en Francia, lograron identificar,
a nivel de especie, los promastigotes de Leishmania de
cultivo in vitro. Primero construyeron una base de datos
de referencia de espectros incluyendo las principales
especies que causan la leishmaniasis humana. El
rendimiento de la base de datos de referencia en la
identificacion de promastigotes de Leishmania se probd
en un panel de 69 aislados obtenidos de pacientes. Los
autores identificaron correctamente 66 de las 69 cepas
probadasanivel de especie, con un registro (puntuacion)
de valores superiores a 2. Dos aislamientos de
Leishmania produjeron patrones no interpretables por
MALDI-TOF MS, debido a los bajos valores de registro
(puntuacion). Sdlo una cepa de Leishmania peruviana
se ha identificado erréneamente como las especies
estrechamente relacionadas Leishmania braziliensis,
con un registro (puntuaciéon) de 2.399. MALDI-TOF
MS es un enfoque prometedor, pues proporciona la
identificacion rapida y precisa de Leishmania a partir
del cultivo in vitro a nivel de especie (39).

Por otra parte, Calderaro et al (2015), realizaron un
estudio para la identificacién y diferenciaciéon de E.
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histolytica y E. dispar por MALDI-TOF MS, con el fin
de evaluar la aplicacion de esta técnica en la practica
de diagnéstico de rutina. MALDI-TOF MS se aplicé
a 3 cepas de amibas de referencia y 14 cepas aisladas
de heces que habian sido diferenciadas por métodos
moleculares. Los extractos de proteina a partir de
cultivos de estas cepas en medio minimo (para las
cepas de referencia y cultivos monoxénicos para los
aislamientos) se analizaron por MALDI-TOF MS
y los espectros obtenidos se analizaron mediante el
software estadistico. Cinco picos que discriminan entre
cepas de referencia de E. histolytica y E. dispar fueron
encontrados por el analisis del perfil de proteinas: 2
picos (8.246 y 8.303 Da) especificos para E. histolytica
y 3 (4,714; 5,541; 8,207 Da) de E. dispar. Todos los
aislados clinicos excepto uno mostraron los picos
esperados discriminantes para las especies apropiadas.
Este estudio muestra que MALDI-TOF MS puede ser
utilizado para discriminar entre E. histolyticay E. dispar
utilizando cultivos in vitro xenicos y también podria
tener potencial para la deteccién de estas especies en
muestras clinicas (40).

Limitaciones de MALDI-TOF SM

Entre las limitaciones de MALDI-TOF SM se puede
sefialar que tanto el material, como todas las superficies
requieren estar extremadamente limpias. Los
contaminantes mads frecuentes son queratina humana'y
BSA. La queratina proviene del polvo, pequenos pelos
o pelusas y huellas de dedos. Un pequefio pelo contiene
cantidades abrumadoras de queratina comparado
con la cantidad de proteina de la muestra. Por otra
parte, cada espectro de referencia de las bibliotecas
se ha creado con especies microbianas individuales,
lo cual limita el potencial de discriminacion de la
especie cuando se trata de cultivos polimicrobianos
(19). Es decir, proporciona una idea general de las
especies microbianas dominantes en una muestra de
cultivo polimicrobiano, pero con informacién limitada
sobre las especies microbianas residuales. Esto puede
explicarse debido a que si las muestras tienen varios
componentes, estos competiran por los protones en el
proceso de ionizacién y encontraremos sefiales mas altas
de los componentes que estan a mayor concentracion,
mientras que los de baja concentracion daran sefales
débiles que pueden ser eliminadas en el procesado del
espectro de masas.
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Conclusion

En la actualidad, existe una necesidad critica de
desarrollar métodos precisos, especificos, de alto
rendimiento y bajo costo para el diagnéstico de
enfermedades infecciosas, las pruebas de PCR han
tenido una enorme proyeccién como herramienta ttil
y extremadamente sensible en investigacion biomédica,
industrial y bioldgica. Por su parte, la espectrometria de
masas MALDI-TOF se ha convertido en un recurso de
referencia para laidentificacion de microorganismos. Se
evidencia en diferentes investigaciones, la comparacion
en cuanto a los porcentajes de identificaciones por
MALDI-TOF MS e identificacién convencional o
con PCR, donde en algunos casos se observa que la
espectrometria de masas es un método mas confiable
que los utilizados actualmente en el laboratorio para el
mismo fin. De manera similar al comparar los costos,
cada identificacion cuesta en promedio ocho veces
menos que la convencional. Una de los caracteristicas
mas novedosas de la MALDI-TOF MS, es la obtencién
de mapas de concentracion de analitos sobre cortes
de tejido o distintos tipos de superficies organicas o
inorganicas. Esto permite describir la distribucién
espacial de un compuesto quimico en una muestra
sin apenas tratamiento previo (tejido, célula, material
sintético),con una resolucion de unas pocas decenas
de micras. Por otra parte, esta técnica constituye una
herramienta complementaria a las moleculares y en
casos como el analisis de polimorfismos de secuencias
en genes relacionados con resistencia bacteriana tiene
excelentes resultados.
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Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas
Especialistas, publica articulos originales, revisiones, cartas
al editor y comunicaciones breves relacionadas con biologia
humana, bioanalisis y areas afines, que contribuyan al avance
de la investigacion y difusion cientifica.

Envio del Trabajo

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

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

Sistema de Arbitraje

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

Normas Editoriales

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

Los articulos originales deben guardar la siguiente estructura:

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

Resumen debe establecer los objetivos del estudio, los
procedimientos basicos (seleccion, métodos de observacién
y andlisis) los hallazgos mas importantes, proporcionar datos
especificos vy, significaciéon estadistica y las conclusiones
principales sobre la base de los resultados del estudio.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Las cartas al editor, por lo general estan referidos a comentarios
de articulos recientes publicados en la revista y su extensién 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 mindscula. 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
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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
nimeros arabigos. Las fotografias deben ser en blanco y negro,
con buen contraste, en papel satinado con las siguientes medidas
127x173 mm, sin exceder 203x 254 mm. Ubicar una por pagina,
titulo breve y una leyenda que facilite la 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 dltimos cinco afios. Las referencias
internacionales y nacionales constituyen antecedentes del
estudio que se estd publicando, de esta manera, también
reconocemos la labor de los investigadores venezolanos que
han aportado al tema en estudio. Numere las referencias
consecutivamente siguiendo el orden como se mencionan por
primera vez en el texto. Cite cuidadosamente en el texto, cuadros
y figuras todas las referencias con un numero entre paréntesis.
Cuide que la escritura reproduzca fielmente el articulo original
y vigile la escritura en inglés, para evitar cometer errores al
transcribir la informacion.

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

Ejemplos de referencias:

Articulos de revista

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

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

Libros
2. Individuos como autor:

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

3. Editores como autor:

Aleman M, Bernabeu-Mestre JB, editores. Bioética y Nutricion.
Alicante. Universidad de Alicante: Editorial Agua Clara; 2010.

< ESPECIALISTAS »

; Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
* de Bioanalistas Especialistas. 2019; Vol 22(2): 77-78.

8
o
2
s
<
E)

£
g
s
H
il

Informacion para los autores

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 electrénico
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 5 nov 2011]; 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.

Articulo de revision:

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

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

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

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