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Instrucciones a los autores

Formay preparacién de manuscritos:

Los trabajos enviados a Revista Latinoamericana de
Actualidades  Biomédicas (REVLAB) deberan
ajustarse a las siguientes instrucciones, preparadas en
base al estilo y naturaleza de Revista Latinoamericana
de Actualidades Biomédicas (REVLAB) vy los
“Requisitos Uniformes para los Manuscritos Sometidos a
Revistas Biomédicas”, establecidos por el International
Committee of Medical Journal Editors, actualizados en
febrero de 2006 en el sitio WEB www.icmje.org. Se
dispone de la traduccién al castellano de una versién

previa en www.wame.org.

1. El trabajo debe ser escrito en tamafio carta (21,5 x
27,5 cm),con un margen de al menos 3 cm en los 4
bordes, numerando todas las paginas en el angulo
superior derecho, empezando por la pagina del
titulo.

2. debera usarse un espaciado 1,5 lineas; con letra
Times (12 pt) y justificado a la izquierda.

3. Las Figuras que muestren imagenes (radiografias,
histologia, etc.) deben entregarse en copias de
calidad fotogréfica.

4. Se entregardan en las oficinas del Centro de
Diagnoéstico Oncoinmunoldgico Ltda., ubicado en
Cardenio Avello 36, Hospital del Trabajador,
Concepcion., tres ejemplares idénticos de todo el
texto, con las Referencias, Tablas y Figuras,
acompafiados por una copia en CD o en su defecto,
ser remitidas online al email: por definir

5. Debera mostrarse, al pié de la pagina del titulo, un
recuento computacional de palabras (contadas
desde el comienzo de la Introduccion hasta el
término de la Discusién, excluyendo la péagina de
titulo, el Resumen, los Agradecimientos, las
Referencias, Tablas y Figuras).

6. En cuanto a la longitud de los escritos, estos no
deben sobrepasar:

6.1. Las 2.500 palabras, en el caso de los
Articulos de Investigacion.

6.2. Las 3.000 palabras, en el caso de Articulos
de Revision.

6.3. Las 1.500 palabras, en el caso de Casos
Clinicos, pudiendo agregéarseles hasta 2
Tablas y Figuras y no méas de 20 referencias.

6.4. Las 1.000 palabras, en el caso de Cartas a la
Editorial, pudiendo agregéarseles hasta 6
referencias y 1 Tabla o Figura.

7. Los Articulos de Investigacion deben dividirse en
secciones tituladas:

7.1. Introduccion

7.2. Material y Método
7.3. Resultados

7.4. Discusion.

7.5. Referencias
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8. Otros tipos de articulos, tales como Articulos de

Revision y los Casos Clinicos, pueden acomodarse
mejor a otros formatos pero deben ser aprobados
por los Editores.

El ordenamiento de cada trabajo sera el siguiente
(iniciadas en nuevas paginas):

9.1. Pagina del Titulo: Es la primera pagina del
manuscrito y debe contener:

9.1.1. El titulo del trabajo, que debe ser
conciso pero informativo sobre el
contenido central de la publicacién.

9.1.2. El o los autores identificandolos con su
nombre de pila y apellido paterno. El
uso del apellido materno o su inicial es
del arbitrio de cada autor (se
recomienda a los autores escribir su
nombre con un formato constante, en
todas sus publicaciones en revistas
indexadas en el Index Medicus y otros
indices internacionales).

9.1.3. El nombre de la o las Secciones,
Departamentos, Servicios e
Instituciones a las que pertenecio cada
autor durante la ejecucion del trabajo,
debe identificarse con ndmero en
superindice al término de cada nombre
de autor.

9.1.4. Con letras minlsculas en superindices
identifique el titulo profesional o la
calidad de alumno o de cada uno de loa
autores.

9.1.5. Nombre y direccion del autor con quien
establecer  correspondencia. Debe
incluir su ndmero de fax y correo
electrénico.

9.1.6. Si existi6 fuente de apoyo financiero,
esta debe indicarse (en forma de
subsidio de investigacion (grants),
equipos, drogas, o todos ellos). Debe
declararse toda ayuda financiera
recibida, especificando Si la
organizacion que la proporcion6 tuvo o
no tuvo influencia en alguna de las
etapas del manuscrito.

9.1.7. Al pie de la pagina del titulo coloque el
recuento computacional de palabras,
segun explicitado previamente en (ver
ndmero).

9.2. Resumen: La segunda péagina debe contener
un resumen:

9.2.1. De no méas de 250 palabras.

9.2.2. Que describa los propésitos del estudio
o investigacion, el material y métodos
empleados, los resultados principales y
las conclusiones mas importantes.

9.2.3. Se recomienda utilizar el modelo de
resumen estructurado.

9.2.4. No emplee abreviaturas no
estandarizadas.
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9.2.5.
9.2.6.

9.2.7.

9.2.8.

9.3.

9.3.1.

9.3.2.

9.3.3.

9.4.

9.4.1.

9.4.2.

9.4.3.

9.4.4.

9.4.5.

9.4.6.

Se recomienda a los autores que
proporcionen su propia traduccién del
resumen al inglés, con la respectiva
traduccion del titulo del trabajo.

Revista Latinoamericana de
Actualidades Biomédicas (REVLAB)
hara dicha traduccién para quienes no
estén en condiciones de proporcionarla.
Los Editores podran modificar la
redaccion del resumen entregado por
los autores si estiman que ello
beneficiara su difusién, pero solicitaran
su aprobacion a los autores.

Los autores pueden proponer 3 a 5
«palabras clave», las cuales deben ser
elegidas en la lista del Index Medicus
(Medical Subjects Headings), accesible
en www.nlm.nih.gov/mesh/.

Introduccién:

Resuma la racionalidad del estudio y
exprese claramente su proposito.
Cuando sea pertinente, haga explicita
la hipétesis cuya validez pretendio
analizar.

No revise extensamente el tema y cite
sélo las referencias bibliograficas que
sean estrictamente atingentes a su
propio estudio.

Material y Método

Describa la seleccion de los sujetos
estudiados, ya sea pacientes o0
animales de experimentacién, muestras
de 6rganos, tejidos, células,
microorganismos, etc., y sus
respectivos controles.

Identifique los métodos, instrumentos o
aparatos y procedimientos empleados,
con la precision adecuada para permitir
a otros observadores que reproduzcan
sus resultados.

Si se emplearon métodos bien
establecidos y de uso frecuente
(incluso métodos estadisticos), limitese
a nombrarlos y cite las referencias
respectivas.

Cuando los métodos han sido
publicados pero no son bien conocidos,

agregue una breve descripcion y
proporcione las referencias
pertinentes.

Si se trata de métodos nuevos o aplico
modificaciones a métodos establecidos,
describalas con precision, justifique su
empleo y enuncie sus limitaciones.

De efectuarse ensayos en seres
humanos, explicite si los
procedimientos respetaron  normas

éticas concordantes con la Declaraci6n
de Helsinki (actualizada en 2000) y si
fueron revisados y aprobados por un

9.5.

9.6.

9.4.7.

9.4.8.

9.4.9.

9.4.10.
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comité ad hoc de la institucion en que
se efectud el estudio.

Los estudios en animales de
experimentacién deben acompariarse
de la aprobacion por el comité de ética
respectivo.

Identifique los farmacos y compuestos
quimicos empleados, con su nombre
genérico, sus dosis y vias de
administracion.

Identifiqgue a los pacientes mediante
nimeros correlativos, pero no use sus
iniciales ni los ndmeros de fichas
clinicas.

Indique siempre el ndmero de
pacientes o de observaciones, los
métodos estadisticos empleados y el
nivel de significacién elegido.

Resultados:

9.5.1.

9.5.2.

9.5.3.

Los resultados deben ser presentados
siguiendo una secuencia loégica y
concordante, en el texto, las Tablas y
Figuras. Los datos se pueden mostrar
en Tablas o Figuras, pero no
simultaneamente en ambas.

En el texto, destaque las observaciones
importantes, sin repetir todos los datos
que se presentan en las Tablas o
Figuras.

No mezcle la presentaciébn de los
resultados con su discusién.

Discusion:

9.6.1.

9.6.2.

9.6.3.

9.6.4.

9.6.5.

9.6.6.

9.6.7.

9.6.8.

Se trata de una discusion de los
resultados obtenidos en este trabajo y
no de una revisién del tema en general.
Discuta Unicamente los aspectos
nuevos e importantes que aporta su
trabajo y las conclusiones que los
autores propone a partir de ellos.

No repita detalladamente datos que
aparecen en Resultados.

Haga explicitas las concordancias o
discordancias de sus hallazgos y sus
limitaciones, comparandolas con otros
estudios  relevantes, identificados
mediante las citas bibliograficas
respectivas.

Conecte sus conclusiones con los
propésitos del estudio, que destacé en
la Introduccion.

Evite formular conclusiones que no
estén respaldadas por sus hallazgos,
asi como apoyarse en otros trabajos
aun no terminados.

Plantee nuevas hipétesis cuando le
parezca adecuado, pero califiquelas
claramente como tales.

Cuando sea apropiado, proponga sus
recomendaciones.
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9.7. Agradecimientos:

9.7.1. Exprese su agradecimiento soélo a
personas e instituciones que hicieron
contribuciones  substantivas a su
trabajo.

9.7.2. Los autores son responsables por la
mencion de personas o instituciones a
quienes los lectores podrian atribuir un
apoyo a los resultados del trabajo y sus
conclusiones.

9.8. Referencias:

9.8.1. Limite las referencias (citas
bibliogréficas) idealmente a 40.

9.8.2. Prefiera las que correspondan a
trabajos originales publicados en
revistas incluidas en el Index Medicus.

9.8.3. Numere las referencias en el orden en
gue se las menciona por primera vez
en el texto.

9.8.4. Identifiquelas mediante  numerales
arabigos, colocados (entre paréntesis)
al final de la frase o parrafo en que se
las alude.

9.8.5. Las referencias que sean citadas
Unicamente en las Tablas o en las
leyendas de las Figuras, deben
numerarse en la secuencia que
corresponda a la primera vez que se
citen dichas Tablas o Figuras en el
texto.

9.8.6. Los resimenes de presentaciones a
Congresos pueden ser citados como
referencias  sé6lo  cuando  fueron
publicados en revistas de circulacion
comun.

9.8.7. Si se publicaron en ‘“Libros de
Resumenes”, pueden citarse en el texto
(entre paréntesis), al final del parrafo
pertinente.

9.8.8. Se puede incluir como referencias a
trabajos que estan aceptados por una
revista pero aun en trdmite de
publicacién; en este caso, se debe
anotar la  referencia  completa,
agregando a continuacién del nombre
abreviado de la revista la expresion
“(en prensa)’.

9.8.9. Los trabajos enviados a publicacion
pero todavia no aceptados oficialmente,
pueden ser citados en el texto (entre
paréntesis) como “observaciones no
publicadas” o “sometidas a
publicacion”, pero no deben alistarse
entre las referencias.

9.8.10.Al alistar las referencias, su formato
debe ser el siguiente:

9.8.10.1. Para Articulos en Reuvistas.
Apellido e inicial del nombre del o
los autores, en mayusculas.
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9.8.10.2. Mencione todos los autores

cuando sean seis 0 menos.

9.8.10.3. Si son siete 0 mas, incluya los seis

primeros y agregue “et al’.

9.8.10.4. Limite la puntuacién a comas que

separen los autores entre si.

9.8.10.5. Sigue el titulo completo del

articulo, en su idioma original.

9.8.10.6. Luego, el nombre de la revista en

que aparecio, abreviado segun el
estilo usado por el Index Medicus:

9.8.10.6.1. Afio de publicacion.
9.8.10.6.2. Volumen de la revista.
9.8.10.6.3. Pagina inicial y final del

articulo.

9.8.10.6.4. Ejemplo: 12. Meneghin A.,

Hogaboam C. Infectious
disease, the innate immune
response, and fibrosis. J Clin
Invest. 2007; 117(3): 530-538.

9.8.10.7. Para Capitulos en Libros:

9.8.10.7.1. Ejemplo: 17. Castillo JL.

Citometria de Flujo: Estudio de
Laboratorio de Enfermedades
Oncohematolégicas. En
Hematologia: Fisiopatologia y
Diagnéstico. Palomo I., Pereira
J. y Pama J. Editorial
Universidad de Talca, 2005;
732-737.

9.8.10.8. Para articulos en formato

electrénico:

9.8.10.8.1. Citar autores.

9.8.10.8.2. Titulo del articulo.

9.8.10.8.3. Revista de origen tal
como para su publicacién
en papel.

9.8.10.8.4. Indicar a continuacion el
sitio electrénico donde se
obtuvo la cita y la fecha
en que se hizo la
consulta.

9.8.10.8.5. Ejemplo: J Clin Invest.
2007; 117(3): 530-538.
Disponible en:
http://www.jci.org/
[Consultado el 18 de abril
de 2007].

9.8.11.Los autores son responsables de la

exactitud de sus referencias.

9.9. Tablas:

9.9.1. Presente cada Tabla en hojas aparte,

separando sus celdas con doble
espacio (1,5 lineas).
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9.9.2. Numere las Tablas en orden
consecutivo y asigneles un titulo que
explique su contenido.

9.9.3. Si una Tabla reproduce material ya
publicado, indique su fuente de origen y
obtenga permiso escrito del autor y del
editor original para reproducirla en su
trabajo, del cual debera entregar una
copia.

9.10. Figuras:

9.10.1.Denomine “Figura” a toda ilustracion
gque no sea Tabla (Ejs: graficos,
radiografias, electrocardiogramas,
ecografias, etc.).

9.10.2.Los gréficos deben ser dibujados
empleando un programa computacional
adecuado.

9.10.3. Las letras, nimeros, flechas o simbolos
deben verse claros y nitidos y deben
tener un tamafio suficiente como para
seguir siendo legibles cuando la Figura
se reduzca de tamafio en la
publicacién.

9.10.4.Sus titulos y leyendas no deben
aparecer en la Figura sino que se
incluiran en hoja aparte.

9.10.5.Los simbolos, flechas o letras
empleadas en las fotografias de
preparaciones microscépicas, deben
tener un tamafo y contraste suficientes
para distinguirlas de su entorno.

9.10.6.Cite cada Figura en el texto, en orden
consecutivo.

9.10.7.Si una Figura reproduce material ya
publicado, indique su fuente de origen y
obtenga permiso escrito del autor y del
editor original para reproducirla en su
trabajo, del cual debera entregar una
copia.

9.10.8.Las fotografias de pacientes deben
cubrir parte(s) de su rostro para
proteger su anonimato.

9.11. Leyendas para las Figuras:

9.11.1.Presente los titulos y leyendas de las
Figuras aparte de estas, es decir no
debe estar incluidas en la figura.

9.11.2.Identifique y expligue todo simbolo,
flecha, ndmero o letra que haya
empleado para sefialar alguna parte de
las ilustraciones.

9.11.3.En la reproducciéon de preparaciones
microscopicas, explicite la ampliacion y
los métodos de tincion empleados.

9.12. Unidades de medida:
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9.12.1.Use unidades correspondientes al
sistema métrico decimal (metro,
kilogramo o litro).

9.12.2.Las temperaturas deben ser
presentadas en grados Celsius.

9.12.3.La presion sanguinea se debe
presentar en milimetros de mercurio,

9.12.4.Use abreviaturas o simbolos que se
emplean con mayor frecuencia.

10. Los manuscritos deberdn acompafiarse de una
carta del autor responsable de la correspondencia
referente al trabajo:

10.1. Esta carta debera proporcionar cualquier
informacién  adicional que se juzgue
necesaria, tal como el visto bueno del Jefe
del Servicio o Departamento correspondiente.

10.2. Debe expresar la originalidad del estudio y la
cesion de los derechos de propiedad en caso
de publicacion del trabajo.

10.3. Debera incluir la aceptacion de
responsabilidad de los coautores con la firma
de cada uno de ellos, asi como un detalle de
la participacién de cada uno.

11. Copyright: Revista Latinoamericana de
Actualidades Biomédicas (REVLAB) es de libre
acceso y de libre reproduccién, indicando su sitio
web.

12. Envio de manuscritos: Los trabajos deben enviarse
directamente a:

12.1. Revista Latinoamericana de Actualidades
Biomédicas (REVLAB), Centro Diagndéstico
Oncoinmunolégico Ltda., Hospital del
Trabajador Concepcién, Cardenio Avello
36, Concepcidn, Chile.

12.2. Email: reviab@revlab.cl
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Editorial

REVLAB: REVISTA LATINOAMERICANA DE ACTUALIDADES BIOMEDICAS

Iniciamos el afio 2008, con el primer ndmero del segundo volumen de la Revista Latinoamericana
de Actualidades Biomédicas (REVLAB), (ISSN 0718-4743: Rev. latinoam. actual. bioméd.), no sin antes
agradecer a todos los que nos han apoyado, los que han creido en esta iniciativa, los que nos han enviado
sus escritos, asi como a los numerosos visitantes de la pagina web de REVLAB.

Este numero, continla presentado parte del trabajo del grupo de Dr. Patricio Ortiz, referente a la
prevalencia y tendencia de esofagitis como manifestacion de la Enfermedad por Reflujo Gastroesofagico, en
la poblacién de Concepcion, incluyendo variables importantes como la procedencia de los pacientes, es decir,
objetivar y comparar tanto pacientes del sistema publico, como del sistema privado (1).

Paulina Fernandez, Patricia Chaparro y colaboradores evallan la degranulacion de basdfilos,
mediante la expresién de CD63 como método de diagndstico en el estudio de reacciones de hipersensibilidad
frente a latex, diclofenaco sédico y acido acetilsalicilico, desarrollando un algoritmo a fin de determinar un
indice de discriminacion de estimulacion de basofilos, indicador de reactividad in vitro de estas células para
cada alérgeno, con la clara ventaja de ser una metodologia rapida y reproducible para el estudio de
reacciones de hipersensibilidad (2).

Finalmente, Claudio Torres, Efrain Mora y colaboradores, nos presentan un estudio pionero en
nuestro pais, al abordar la presencia de la delecién del gen codificante para el correceptor de quimoquina
CCRS5, en una muestra de mujeres de bajo riesgo de infeccion VIH. La presencia de esta delecién es uno de
los mecanismos que explican la progresion lenta de la enfermedad VIH (3).

No se puede dejar de destacar que el escrito de Paulina Fernandez, Patricia Chaparro y
colaboradores (2) y el de Claudio Torres, Efrain Mora y colaboradores (3), son fruto de un trabajo sistematico
con alumnos de Tecnologia Médica de La Universidad de Concepcion, ahora Tecnélogos Médicos, durante
sus asignaturas de Seminario en Biologia Molecular y Tutorial de Investigacion. Sean para ellos y para sus
docentes nuestras felicitaciones y agradecimientos por compartir su trabajo con nosotros, y los instamos a
seguir haciéndolo.

De esta manera se encuentra a disposicion de los lectores, este primero nimero del segundo afio de
REVLAB, Revista Latinoamericana de Actualidades Biomédicas (REVLAB: www.revlab.cl ), no sin antes
invitar a profesionales, docentes e investigadores, a participar de esta iniciativa, motivandolos a preparar un
escrito y enviarlo a REVLAB, asi como ser la fuente de motivacion de nuestros estudiantes y colegas.

Referencias:

1. Ortiz, P., Aruta, C., Bustos, R., Giacaman, A. Esofagitis como manifestacion de enfermedad por
reflujo gastroesofagico (ERGE): estudio de prevalencia y tendencia afios 2002-2006. Rev
latinoam actual bioméd 2008; 2:2-5.

2. Fernandez, P., Chaparro P., Pereira, P., Castillo, JL. Expresién de CD63 en basofilos como
indicador de degranulacion inducida por latex, diclofenaco sddico o acido acetilsalicilico. Rev
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3. Torres, CA., Mora, E., Venegas, O., Castillo, JL., Quevedo, ., Castillo, M. Frecuencia del genotipo
ccr5832 en  mujeres seronegativas de bajo riesgo para VIH, atendidas en el Hospital Naval de
Talcahuano, Chile. Rev latinoam actual bioméd 2008;2:11-15.
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ESOFAGITIS COMO I\/IANIFESTACI(')N DE ENFERMEDAD
POR REFLUJO GASTROESOFAGICO (ERGE): ESTUDIO
DE PREVALENCIA'Y TENDENCIA ANOS 2002-2006

Ortiz, Patricio'?, Aruta, Carlos®, Bustos Roberto?, Giacaman Arturo®

(1) Seccion de Gastroenterologia Hospital Guillermo Grant Benavente de Concepcién. (2) Médico
Cirujano; FACP; Gastroenterdlogo. Profesor asociado, Departamento de Medicina Interna, Facultad
de Medicina. Universidad de Concepcion, Chile. (3) Departamento de Medicina Interna, Facultad de
Medicina. Universidad de Concepcion, Chile. (4) Alumnos Medicina, Facultad de Medicina.
Universidad de Concepcion, Chile.

Introduccién: De acuerdo a la literatura médica proveniente de los paises occidentales desarrollados, la
prevalencia de la Enfermedad por Reflujo Gastroesofdgico (ERGE) ha aumentando progresivamente en las
Ultimas dos a tres décadas, coincidente con el aumente de condiciones asociadas como el adenocarcinoma
esofagico. Lo anterior no aparece claro en los paises en desarrollo o subdesarrollados.

Objetivo: Determinar la prevalencia y tendencia de esofagitis como manifestacion de ERGE en dos grupos de
poblacion en Concepcidn, Chile.

Material y método: Se consignd el diagnéstico de esofagitis en endoscopias digestivas altas (EDA)
provenientes de un centro de salud publico y de uno privado en la ciudad de Concepcion, durante 30 y 50
meses, respectivamente, entre los afios 2002-2006.

Resultados: Se analiz6 6.827 EDA; 5.212 provenientes del centro publico y 1.615 del privado. Se obtuvo un
promedio de EDA con esofagitis de 16,07% * 3,51% y 27,86% * 11,07% respectivamente. El coeficiente de
correlacion de Spearmann en ambos grupos en el periodo en estudio fue de -0,431 y -0,522, respectivamente.
En ambas poblaciones, el andlisis fue estadisticamente significativo (p<0,02)

Conclusiones: La esofagitis muestra tendencia a la disminucién en nuestra poblacién. Dado que la tendencia
calculada no es lineal, la conclusion solo es véalida para la poblacién y periodo en estudio.

(REVLAB 2008; 2: 2-5).

Introduction: According to medical literature from Western developed countries, the prevalence of
Gastroesophageal Reflux Disease (GERD). Has increased progressively in the last two or three decades. Thus
trend is followed by the increase in GERD associated conditions as esophageal adenocarcinoma. The same
trend in not as clear in underdeveloped or developing populations.

Objective: To determine the prevalence of esophagitis like a manifestation of GERD in two population groups
in Concepcion, Chile.

Materials and Methods: Diagnoses of esophagitis in upper digestive endoscopies (UDE) from a public health
center and a private one in the city of Concepcidn for 30 and 50 months respectively, between years 2002 to
2006, was consigned.

Results: We analyzed 6,827 UDE; 5,212 from the public center and 1,615 from the private center. Esophagitis
was diagnosed in averages of 16.07% +/- 3.51% and 27.86% +/- 11.07 respectively. The Spearmann’s
coefficient correlation for both groups during the period under review was -0431 and -0522 respectively. In
both populations, the analysis was statistically significant (p <0.02).

Conclusions: Esophagitis diagnoses show a down tendency in our population. As calculated trend is not
linear, conclusion is valid only for population and period under study.

(REVLAB 2008; 2: 2-5).

Palabras Clave: ERGE, esofagitis, EDA, Concepcion, Chile.
Key words: GERD. Esophagitis, UGE, Concepcidn, Chile.
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Introduccién

La enfermedad por reflujo
gastroesofagico (ERGE) se define como el reflujo
patolégico de contenido géstrico al eséfago en
cantidad suficiente para dafiar la mucosa, generar
sintomas o provocar complicaciones a largo plazo.
El mecanismo etiopatogénico determinante de la
afeccion es la incompetencia  del esfinter
esofagico inferior (EEI). La incompetencia puede
ser basal o manifestarse como relajacion
transitoria ineficiente del EEIl. Los estudios
etiopatogénicos indican que esta Ultima es el
mecanismo que con mayor frecuencia determina
la ERGE. Tanto la obesidad como factores
exogenos que relajan el EEl (medicamentos,
grasa, café, tabaquismo, chocolate) se han
asociado a la produccién de ERGE, con
resultados dispares, pero en la mayoria de los
casos, la etiologia es desconocida.

En algunos casos existe fracaso en los
mecanismos defensivos de la mucosa esofagica y
capacidad de depuracion (clearence esofagico)
insuficiente™ ®. Estas alteraciones aumentan el
dafio del contenido gastrico refluido al eséfago.

La ERGE constituye una patologia
prevalente en paises occidentales, donde el 25%
de la poblacion tiene pirosis, manifestacion
caracteristica de la ERGE, al menos una vez al
mes, un 12% una vez a la semana y el 5% a
diario®. Sin embargo, en poblaciones asiticas la
prevalencia de estos sintomas es muy inferior, sin
conocerse con exactitud el origen de esta
diferencia.

Esto genera gran impacto econémico y
en la calidad de vida de los pacientes que
presentan esta afeccién.

Existen datos endoscépicos  que
muestran mayor frecuencia de esofagitis en
hombres®. Sin embargo, estudios recientes han
mostrado mayor asociacion de ERGE con el
género femenino y consumo de alcohol®.

Clinicamente se clasifica de acuerdo a
los sintomas esofagicos, el dafio de la mucosa
esofagica que origina y las manifestaciones por el
compromiso de estructuras extraesofagicas, que
puede determinar en alguna medida la gravedad
de la patologia®.

ISSN 0718-4743

El dafio de la mucosa esofagica puede
evidenciarse mediante diferentes procedimientos
pero la endoscopia digestiva alta (EDA) es el
método mas ampliamente utilizado.

La manifestacion inicial de dafio evidente
de la mucosa gastrica corresponde a la
visualizacién de erosiones lineales proximales a la
linea Z. Lo anterior se considera la primera
manifestacion de Esofagitis por ERGE.

Los sintomas de ERGE son muy
frecuentes, estando presentes en un 33% de la
poblaciéon adulta, mientras que un 30% de los
pacientes sintomaticos manifiesta esofagitis,
necesitando la gran mayoria un tratamiento
farmacolégico permanente para lograr un
adecuando control de la sintomatologl'a7'8.

En Chile, se ha encontrado una
prevalencia de ERGE de 52,8%, siendo la pirosis
el principal elemento clinico con un 59,5%".

Materiales y Métodos

Los grupos en estudio fueron todos los
pacientes a los cuales se les realizé una
endoscopia digestiva alta (EDA) en consulta
privada y en el Hospital Guillermo Grant
Benavente (HGGB) durante los periodos
comprendidos entre Octubre del 2002 a Diciembre
del 2006 (50 meses) y entre Febrero del 2003 a
Diciembre del 2005 (30 meses), respectivamente.

En la consulta privada, la totalidad de las
EDAs efectuadas lo hicieron como parte del
estudio de dispepsia.

El hospital publico actia como centro de
referencia de nivel terciario a nivel regional, de
consulta ambulatoria, pacientes hospitalizados y
urgencias.

La dUnica variable a analizar fue la
existencia o no de Esofagitis a la EDA, definida
como la presencia de erosiones visibles en la
mucosa esofagica.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante
los programas XL STAT 2007 y Microsoft Excel
2007. Para conocer la tendencia de la frecuencia
de esofagitis durante el periodo en estudio se
utilizo el coeficiente de correlacion de Spearmann.

Centro Privado HGGB
N° meses 50 30
N° de EDA 1.615 5.212
EDA con esofagitis 441 848

Promedio mensual de EDA con esofagitis + DS

Rango de EDA con esofagitis por mes (minimo — méaximo)

27.86% + 11.07%
6.25 % - 53.57 %

16.07% + 3.51%
9.62 % - 23.48 %

Tabla 1: Caracteristicas de los grupos estudiados.(EDA: Endoscopia digestiva alta. HGGB: Hospital
Gmo. Grant Benavente, Concepcion, Chile. DS: Desviacion estandar)
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Figura 1: Porcentaje de EDA con esofagitis en consulta privada. Octubre 2002 — Diciembre 2006

(50 meses)
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Porcentaje de EDA con esofagitis

R =-0,431 (spearmann)
(p =0.018)

Figura 1: EDA con esofagitis en Hospital Guillermo Grant Benavente, Febrero — Diciembre 2005

(30 meses).
Resultados

Durante el periodo de estudio se realizaron 5.212
EDA en el HGGB y 1.615 EDA en la consulta
privada, completando un total de 6.827 pacientes

estudiados. La tabla 1 muestra los datos obtenidos
de ambos grupos.

La tendencia a lo largo del periodo en
estudio para ambos grupos se observa en las
figuras 1y 2, destacando en ambos una tendencia

ST
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a la disminucién del porcentaje de EDA con
esofagitis, dado por coeficiente de correlacion de
Spearmann (R) negativo. Dado que el patron de
disminucion no es lineal de, las lineas color
naranjo, en ambos graficos, solo son validas para
esta poblacion durante el periodo en estudio y no
son extrapolables al universo ni tampoco a
periodos de tiempo diferentes al analizado. En
ambas poblaciones en estudio el analisis fue
estadisticamente significativo (p<0,02).

DISCUSION

Se utilizé la  esofagitis  como
manifestacion de ERGE debido a que es objetivo y
de bajo costo, comparado con otros métodos y
porque esta es una enfermedad sin categorias
fijas, sino que dindmicas entre un estado y otro®.

Las diferencias entre la prevalencia de
esofagitis en los grupos del centro publico y el
privado se pueden deber a las diferentes
patologias por las cuales se indico la realizacion
de la EDA, siendo en el grupo privado
principalmente en el contexto del estudio de
dispepsia, mientras que en el grupo publico, la
patologia era diversa por provenir de pacientes
hospitalizados donde la referencia para el estudio
endoscopico habitualmente es la hemorragia
digestiva alta, la que raramente es debida a
Esofagitis. Los pacientes referidos para estudio de
dispepsia representan solo la fraccion proveniente
de consulta ambulatoria en Policlinico de
Gastroenterologia.

La prevalencia de esofagitis durante el
periodo en estudio en ambas poblaciones, mostré
una tendencia a la disminucién. De acuerdo a
estos hallazgos y tomando la esofagitis como una
de las manifestaciones sencillas de objetivizar de

ISSN 0718-4743

ERGE, podemos sostener que esta patologia esta
disminuyendo en nuestra poblacion, lo que
muestra una clara diferencia con otros estudios,
que indican que la ERGE y sus patologias
asociadas estdn aumentando su prevalencia en la
actualidad, principalmente en la poblacion de
paises desarrollados.
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EXPRESION DE CD63 EN BASOFILOS COMO
INDICADOR DE DEGRANULACION INDUCIDA POR
LATEX, DICLOFENACO SODICO O ACIDO
ACETILSALICILICO

Fernandez P.'; Chaparro P.%; Pereira, P.?*; Castillo JL*?

(1) Estudiante Tecnologia Médica, Mencién Laboratorio Clinico, Departamento de Especialidades Médicas,
Universidad de Concepcion, Chile. (2) Escuela de Tecnologia Médica, Departamento de Especialidades Médicas,
Facultad de Medicina, Universidad de Concepcion, Chile. (3) Laboratorio Citometria de Flujo, Hospital del Trabajador
Concepcidn. (4) Centro de Diagnéstico Oncoinmunolégico Limitada.

Introduccién: Los baséfilos ante una segunda exposicién a un alérgeno (previa sensibilizacién) son activados
y por medio de transduccién de sefiales via proteina quinasa expresan en su membrana CD63. Por citometria
de Flujo es posible evaluar la expresiéon de este marcador.

Objetivo: Evaluar la degranulacién de basoéfilos, mediante la expresion de CD63 como método de diagnéstico
en el estudio de reacciones de hipersensibilidad frente a latex, diclofenaco sodico y acido acetilsalicilico.
Metodologia: A partir de sangre periférica heparinizada, de pacientes con y sin antecedentes clinicos de
hipersensibilidad, se prepara una suspension celular conteniendo basoéfilos, los cuales son estimulados con
PMA (phorbol miristato acetato) y desafiados frente a diferentes alérgenos (latex, diclofenaco sédico y acido
acetilsalicilico), para luego ser marcados con anticuerpos anti CD45, anti IgE y anti CD63. Se desarrolla un
algoritmo a fin de determinar un indice de discriminacion de estimulacion de basoéfilos, indicador de
reactividad in vitro de estas células para cada alérgeno.

Resultados: Los ensayos de reactividad in vitro al latex, diclofenaco sédico y acido acetilsalicilico en los
pacientes con antecedentes de hipersensibilidad, resultaron estadisticamente significativos, respecto de
pacientes sin antecedentes de hipersensibilidad.

Discusidn: Se propone el indice de discriminacion de la estimulacién de baséfilos en funcién de la expresion
de CD63 en pacientes con antecedentes de hipersensibilidad a un determinado alérgeno, como una técnica
rapida, y reproducible para el estudio in vitro de la degranulacién de basdfilos tras su activacién. (REVLAB
2008; 2: 6-10).

Introduction: basophils in a second exposure to an allergen (previous after sensitization) are activated by
signal transduction via protein kinase and expressed in its membrane CD63. By flow cytometry is it possible
to evaluate the expression of this marker.

Objective: To evaluate the degranulation of basophils, through the expression of CD63 as a diagnostic method
in the study of hypersensitivity reactions against latex, sodium diclofenac and acetylsalicylic acid.
Methodology: From heparinized peripheral blood of patients with and without hypersensitivity clinical history,
it’'s prepared a cell suspension containing basophils, which are stimulated with PMA (phorbol myristate
acetate) and challenged against with different allergens (latex, sodium diclofenac and acetylsalicylic acid).
After that, there were labeled with anti CD45, anti CD63 and anti -IgE. An algorithm was developed to
determine an discrimination index of basophils stimulation , as an indicator of responsiveness of these cells
in vitro to each allergen.

Results: The assays of in vitro reactivity to latex, sodium diclofenac and acetylsalicylic acid in patients with a
hypersensitivity history, were statistically significant regarding with respect to patients without it.

Discussion: It is proposed the rate of stimulation basophils discrimination based on the expression of CD63 in
patients with a hypersensitivity history to a particular allergen, as a rapid and reproducible technique, for the
in vitro study of the basophils degranulation after activation. (REVLAB 2008; 2: 6-10)

Palabras Clave: Hipersensibilidad tipo |, Bas6filos, CD63, alergenos, Citometria de Flujo, degranulacién
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Introduccién

La efectividad de un sistema
homeostatico, estara dada por la interaccion del
genotipo con el ambiente, determinando asi el
fenotipo que portara el individuo durante su vida.
El sistema inmune no es la excepcion, de esta
forma encontramos diferentes alteraciones entre
las cudles estan las llamadas hipersensibilidades,
término que hace alusién a una respuesta inmune
aumentada, exagerada e inapropiada frente a
determinados aIergenos

Hacia el afio 1963, Gell y Coombs,
clasificaron en base a mecanismos inmunoldgicos,
los fendmenos de hipersensibilidad en cuatro
tipos: | o IgE dependiente, tipo Il o mediada por
anticuerpos, tipo Il o mediada de complejos
Egmunes y tipo IV o tardia mediada por linfocitos T

En el caso de la hipersensibilidad Tipo | o
también llamada hipersensibilidad inmediata, son
caracteristicos los niveles elevados de IgE sérica
debido a la hiperreactividad a antlgenos que
normalmente carecen de patogemmdad ) dentro
de los que destacan Dermatophagoides sp @ anti
inflamatorios no esteroidales ©, antlbloticos
betalactamicos © y latex @ La secuencia de
acontecimientos tipica de la hipersensibilidad
inmediata mediada por la IgE consta de varias
etapas, que comienzan con la exposicion inicial de
un alérgeno. El encuentro inicial con un alérgeno
recive el nombre de fase de sensibilizacion ®
Frente a una segunda exposicion al mismo
alérgeno se desarrollara la fase de activacion
generando dentro de la célula ya sea basdfilo y/o
mastocito ® ¥, una cascada de activacién en base
a proteinas del tipo quinasas. Esta activacion
culminara con la liberacion de mediadores
preformados, productos del metabolismo del acido
araquidénico 'y a nivel celular se realiza una
sintesis de novo de citoquinas principalmente del
tipo Th2 @ y expresion de nuevos antigenos de
membrana, entre ellos CD63 Y. In vitro, el CD63
es expresado cuando los baséfilos son
estimulados con alérgenos o anticuerpos anti-IgE
@2 En 1962, W.B. Shelley ™ introduce un
método basado en la degranulacion de los
baséfilos tras  su incubaciéon  con el
correspondiente alérgeno especifico.

En la actualidad la Citometria de Flujo ha
sido utilizada para evaluar in vitro la degranulacion
de los basofilos de sangre periférica frente a
diversos alérgenos, a partir de Ia deteccion de la
expresion del marcador CD63 ™. Mas atin si se
consideran los riesgos inherentes que presenta la
realizacion de una prueba de desafio cutaneo, la
cual se realiza in vivo, no estando libre de
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complicaciones para el paciente. Dentro de este
contexto, el objetivo de este estudio de tipo
experimental, es evaluar la degranulacion de
baséfilos como método de diagndstico en el
estudio de reacciones de hipersensibilidad frente
a alérgenos de tipo medicamentoso y a latex,
procedimiento efectuado in vitro a partir de una
muestra de sangre periférica.

Materiales y métodos

Pacientes: En el caso del latex, el grupo
estudiado correspondié a un total de 16 pacientes,
de los cuales, 7 (43.8%) tenia historia clinica de
manifestaciones de Hipersensibilidad tipo |1 y 9
(56.2%) sin historia clinica de esta enfermedad.
Para diclofenaco sddico, se estudio un grupo total
de 15 pacientes, 8 (53.8%) tenia historia clinica
de manifestaciones de hipersensibilidad tipo 1y 7
(47.2%) sin historia clinica de esta enfermedad.
Los individuos estudiados corresponden a
pacientes del Laboratorio de Citometria de Flujo,
Hospital del Trabajador de Concepcidn, los cuales
mediante la firma de un consentimiento informado
aceptaron participar en este estudio.

Tipo de muestra: Se obtuvo mediante flebotomia,
3 ml de sangre periférica usando heparina de litio
como anticoagulante.

Obtencion de suspension celular conteniendo
basofilos: La muestra de sangre periférica fue
sometida a centrifugacion a 400g durante 5
minutos, a fin de poder retirar la inter fase
leucocitaria (conteniendo eritrocitos, leucocitos y
plasma), la cual nuevamente centrifugada para
eliminar el plasma. A continuacion se procedié a
lavar con buffer salino fosfato (PBS),
obteniéndose finalmente una suspension celular
en este buffer.

Estimulacion de Baséfilos: Brevemente, usando
un buffer de estimulacion (HEPES 20mM, NaCl
133mM, KCI 5mM, Cacl 7mM, MgCI2 3,5mM, pH
7,0), se estimulan las células con PMA (phorbol
miristato acetato) a una concentracion final de 10
ug/ml. El control positivo, ademés contenia el
alérgeno a estudiar en una concentracion de al
menos cinco veces la utilizada en cada ensayo en
particular, a fin de asegurar una de granulamon }/
la consiguiente expresion de CD63 1o
Posteriormente se procedié a una incubacion de
15 minutos a 37°C. Para detener la estimulacion,
las muestras son sometidas durante 5 minutos a
un golpe de frioy lavadas con PBS.

Marcacién con anticuerpos monoclonales: Se
utilizé anticuerpo anti IgE-FITC, anti CD63-PE y
CD45-TC, todos Invitrogen. Las muestras se
incubaron a temperatura ambiente en oscuridad,
posterior a lo cual se procedi6 a lisar glébulos
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rojos (FACS Lysing Solution, BD), incubando en
oscuridad por 10 minutos con una solucion de
lisis comercial, para luego centrifugar a 400g por
5 minutos. Se elimind el sobrenadante y el
sedimento fue lavado con PBS, para finalmente
ser resuspendido en 0.5 ml de PBS, para luego
proceder a la adquisicién de los datos en el
citébmetro de Flujo.

Adquisicién en citémetro de flujo: La
adquisicion de los datos se realizd en un
Citébmetro de Flujo FACSCalibur equipado con un
laser de argén (488nm) y usando el programa de
adquisicion y analisis CellQuest version 3.3, con
un minimo de 10.000 y un maximo de 20.000
eventos celulares. La adquisiciéon se realizd
definiendo el umbral de deteccion (threshold) en
funcion de FL-1(Igg) a fin de eliminar
interferencias de células no basoéfilos y restos
celulares.

Andlisis de Expresion IgE y antigeno CD63
positivo: El andlisis se efectu6 usando el
programa de adquisicion y andlisis CellQuest
v.3.3, identificandose la poblacion de basdéfilos
mediante la combinacion de los parametros de
tamafo (FSC), granularidad (SSC), expresion de
CD45 y de IgE utilizando mudltiples ventanas de
andlisis. Una vez identificada la poblacién de
basdfilos se evalué porcentualmente la expresion
de CD63.

Andlisis estadistico: Se consideraron las
variables de antecedentes hipersensibilidad tipo I,
y porcentaje de expresion de CD63 en basdfilos
(media y desviacion estandar). Como prueba de
significacion estadistica se utilizo6 la diferencia de
promedios muestrales con base en la distribucion t
de Student”, utilizando el software Microsoft Excel
2007. Como medicion de calidad se calculd la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo
negativo y valor predictivo negativo de la técnica
tanto en forma particular para cada alérgeno como
en su totalidad, utilizando el software “evaluacion
de pruebas diagnésticas v.1.0.2 (unidad de
Bioestadistica clinica, Hospital Ramén y Cajal,
Madrid, Espafia).

Resultados

La expresion in vitro de CD63 en
basofilos previamente activados frente
determinados alérgenos se expreso en funcion del
porcentaje de expresion de CD63. A fin de
relacionar la expresion de CD63 frente a un
determinado alérgeno, tanto para el control
negativo (CN), control positivo (CP), como para
concentracion ensayada (CE) y asi compararlas
entre si, se desarrollaron relaciones matematicas,
segun las siguientes formulas:

AT = %CD63 CE - %CD63 CN (i)
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Donde AT es el porcentaje real de
expresion de CD63 (o incremento del porcentaje
de expresion de basdfilos en la ventana de
andlisis correspondiente a la concentracion
ensayada, respecto del control negativo).
Tomando como base la relacion existente entre
las concentraciones del alérgeno para el control
positivo y la concentracion estandarizada © ** ¥,
se obtiene el porcentaje de expresion de CD63 en
baséfilos (%D), el cual corresponde al producto de
la expresion porcentual de la concentracion del
alérgeno ensayada con respecto al control positivo
(30%, 25% y 20% para latex, diclofenaco de sodio
y acido acetilsalicilico, respectivamente) y que se
definié como X, mas el porcentaje de expresion de
CD63 en el control negativo:

%D = X%AT+ %CD63 CN (i)

Finalmente para realizar la discriminacion
entre las muestras hipersensibilizadas in vitro y las
no hipersensibilizadas in vitro, se definié un indice
de discriminacion de la estimulacion de basofilos
(IE), el cual esta dado por la razén entre el
porcentaje de expresion de basofilos (%D) y el
porcentaje de expresion de CD63 del control
positivo:

I.LE = %D / %CD63 CP (iii)

Este indice de discriminacion de la
estimulacion de basofilos, debiera ser igual o
superior a 0,5 para considerar una muestra
hipersensible in vitro al alérgeno tratado.

En el grupo de pacientes en los cuales se
ensay0 reactividad in vitro al latex, el 50%
presentd reactividad in vitro, es decir todos los
pacientes con antecedentes clinicos de
hipersensibilidad mas un paciente  sin
antecedentes. El indice de discriminacion de la
estimulacion de basofilos en funcion de la
expresion de CD63 en los pacientes con
antecedentes de hipersensibilidad, es
significativamente mayor al de los pacientes sin
antecedentes de hipersensibilidad (p < 0,05)
(Tabla 1). La sensibilidad diagndstica,
especificidad diagndstica, valor predictivo positivo
y valor predictivo negativo para el ensayo de
reactividad in vitro para latex fue de 100%,
88.89%, 87.59% y 100%, respectivamente, con un
intervalo de confianza de 95% (Tabla 2).

El ensayo de reactividad in vitro a
diclofenaco sddico, representado en la Tabla 3,
muestra que el 50% de los pacientes presentaron
reactividad in vitro, es decir, exactamente todos
los pacientes con antecedentes clinicos de
hipersensibilidad. Al igual con el ensayo para
latex, el indice de discriminacion de la
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estimulacion de basdfilos en funcion de la
expresion de CD63 en los pacientes con
antecedentes de hipersensibilidad a diclofenaco
sodico, es significativamente mayor al de los
pacientes sin antecedentes de hipersensibilidad (p
< 0,05). La sensibilidad diagndstica para el ensayo
de reactividad in vitro para diclofenaco sdédico fue
de un 100%, asi como también la especificidad
diagnostica, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo fue de 100%, también con un
intervalo de confianza de 95% (Tabla 2).
Finalmente, en el grupo de pacientes con
en los cuales se ensayd reactividad in vitro al
acido acetilsalicilico, sélo dos de los cuatro
pacientes (50%) con antecedentes clinicos de
hipersensibilidad, presentaron reactividad. A pesar
de lo anterior, el indice de discriminacién de la
estimulacion de basdfilos en funcion de la
expresion de CD63 en los pacientes con

ISSN 0718-4743

antecedentes de hipersensibilidad a &cido
acetlisalicilico, es significativamente mayor al de

los pacientes sin antecedentes de
hipersensibilidad (p < 0,05) (Tabla 4). Para el
ensayo de reactividad in vitro para acido

acetilsalicilico, con un intervalo de confianza de
95%, la sensibilidad diagnéstica fue de 50%, la
especificidad diagnéstica y el valor predictivo
positivo fueron de 100% y valor predictivo negativo
fue de 66.67% (Tabla 2).

Finalmente, considerando todos los
alérgenos en conjunto, y con un intervalo de
confianza de 95%, la sensibilidad diagndstica de
este ensayo fue 87.50%, la especificidad
diagnostica fue 94.44%, el valor predictivo positivo
y valor predictivo negativo fueron de 93.35% y
69.47%, respectivamente (Tabla 2).

Hipersensibilidad Reactividad
Paciente % C(+) 30% AT + C(-) IE Clinica in vitro
1 57.09 42.24 0.72 S| S|
2 33.33 15.94 0.30 NO NO
3 67.27 21.19 0.73 S| S|
4 52.63 35.79 0.64 S| S|
5 11.21 7.67 0.23 NO NO
6 39.04 24.09 054 S| S|
7 22.82 12.94 0.28 NO NO
8 21.96 15.84 0.25 NO NO
9 35.30 28.29 0.55 NO Sl
10 9.74 5.12 0.28 NO NO
11 24.48 15.24 0.47 NO NO
12 44.29 29.88 0.43 NO NO
13 43.15 31.13 0.57 Sl Sl
14 37.32 23.94 0.52 S| Sl
15 32.01 18.37 0.42 NO NO
16 29.33 30.19 0.53 S| S|

%C(+): Porcentaje de expresion de CD63 en baséfilos en el control positivo. 30% AT + C(-)
porcentaje de expresion de CD63 en funcion de la concentracion del alérgeno respecto del control

positivo. IE: Indice de discriminacion.

Tabla 1: Ensayo de Reactividad in vitro a Latex.

Discusion

A través del tiempo, se han utilizado
diferentes medios para el diagnoéstico y posterior
tratamiento de la Hipersensibilidad tipo |,
basandose en la determinacion de la IgE
especifica @9 Estas técnicas poseen una gran

especificidad y sensibilidad cercana al 100%, sin
embargo no siempre son rapidas y ademas
permiten identificar el proceso de hipersensibilidad
una vez que éste ya estd en curso, no
constituyendo un examen preventivo ante un
alérgeno.
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Ensayo Reactividad in vitro Sensibilidad Especificidad VVP VVPN
diagnostica diagnostica

Latex (n=16) 100 88.89 87.50 100

Diclofenaco sédico (n=10) 100 100 100 100

Acido aceteilsalicilico (n=8) 50 100 100 66.7

Todos (n=34) 87.50 94.44 93.35 89.47

VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo negativo. (*) Intervalo de

confianza 95%.

Tabla 2: Pruebas diagnésticas para ensayo de reactividad in vitro a diferentes alérgenos

La citometria de flujo ha sido empleada
para cuantificar la degranulacion de los basofilos
en reacciones de hipersensibilidad tipo |,
comparandose sus resultados con diversas
ggl)Jebas, entre ellas la detecci_c')’n de IgE e:specifica

El estudio de la expresion del antigeno de
membrana CD63 por esta técnica ha permitido
evaluar la activacion in vitro de los basofilos por
farmacos y alérgenos ®. Esta metodologia, ha
permitido discriminar poblaciones de pacientes
hipersensibles y no hipersensibles. En este
estudio, proponemos el indice de discriminacion
de la estimulacion de basofilos en funcion de la
expresion de CD63 en pacientes con
antecedentes de hipersensibilidad a un
determinado alérgeno, como una técnica rapida, y
reproducible para el estudio in vitro de la
degranulacion de basodfilos tras su activacion
(evidenciada por la expresion de CD63). Esto se
ha demostrado con los resultados obtenidos, ya
gue fue posible discriminar un grupo de pacientes
estudiados en hipersensibles in vitro y no
hipersensibles in vitro frente a determinado
alérgenos, sin la necesidad de que el cuadro
clinico esté instalado en el paciente, ni tampoco
exponer al paciente aun test in vivo (prick test), el
cual conllevad un riesgo asociado considerable.

Si  bien nuestros resultados fueron
estadisticamente significativos para los tres
alérgenos ensayados (p<0.05), el reducido

namero de pacientes estudiados utilizados en los

célculos para pruebas diagnésticas, precisa
realizar a futuro un mayor numero de
determinaciones con el fin de reafirmar las

conclusiones obtenidas.
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FRECUENCIA DEL GENOTIPO CCR58632 EN
MUJERES SERONEGATIVAS DE BAJO RIESGO
PARA VIH, ATENDIDAS EN EL HOSPITAL NAVAL DE
TALCAHUANO, CHILE.

Torres CA'; Mora E*; Venegas O Castillo JL3 Quevedo I*; Castillo M**
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Concepcién, Chile. (4) Laboratorio de Medicina Molecular, Facultad de Medicina, Universidad de Concepcién, Chile.

En estos Ultimos tiempos se han descubierto variadas formas de resistencia natural a la infeccién por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH), siendo la principal de ellas la otorgada por la delecion del gen
codificante para el correceptor de quimoquina CCR5, denominada ccr5832. Se determing la frecuencia de esta
delecién en 54 mujeres de bajo riesgo para la adquisicion de VIH, multiparas, seronegativas para VIH,
atendidas en el Hospital Naval de la ciudad de Talcahuano, provincia de Concepcién, Chile. El estudio se
realizé por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para los distintos genotipos
existentes en relacién a la delecién ccr5832. Los resultados obtenidos revelaron una frecuencia para el
genotipo homocigoto normal (CCR5/CCR5) del 92,59%; para el genotipo heterocigoto (CCR5/ccr5832) del
7.41%; no encontrando hallazgos del genotipo homocigoto para la mutacién (ccr5832/ccr5832). El estudio de
la frecuencia alélica de la mutacién arrojé un 3.7% en los eventos estudiados. Este es el primer estudio en el
gue determina la presencia de este mecanismo de progresién lenta en la poblacién chilena. (REVLAB 2008; 2:
11-15).

In last years, has been described a lot of natural resistance’s to HIV infection; the most important is produced
by mutation of chemokine correceptor, CCR5 gene (ccr5 832). The frequency of this mutation has been
analyzed in 54 womens with down level of risk to adquisition to HIV infection, multigive birth, seronegative to
HIV, and attended in the Naval’s Hospital of Talcahuano, state of Concepcion, Chile. This study used the
protein chain reaction to analyzed different genotypes founded to the ccr5 & 32. The result shown a frequency
to homocygote wild type genotype (CCR5/CCRS5) of the 95, 59%; to heterocygote genotype (CCR5/ccr5 & 32) of
the 7.41 %, to homocygote mutant genotype (ccr5832/ccr5832) has not found. The allelic frequency for the
mutation was 3.7%. This is the first study has demonstrated the presence of this resistant mechanism in the
Chilean population. (REVLAB 2008; 2: 11-15)

Palabras Clave: VIH, progresién lenta, ccr5832, frecuencia genotipica.
Key words: HIV, slow progression, ccr5832, genotypic frequency.
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Introduccién

Para llevar a cabo la union a la célula
huésped el virus de VIH debe cumplir con dos
requisitos esenciales; presentar el antigeno CD4
en su superficie celular (CD4+) y la coexpresion,
en el mismo sitio, de un correceptor especifico
perteneciente a la familia de los receptores de
qguimoquinas, efectuandose asi, el reconocimiento
y la posterior entrada celular del patégeno @

La entrada del VIH a la célula blanco
requiere la fusién de la membranas viral y celular,

proceso llevado a cabo por una glicoproteina
propia de la envoltura del VIH, gp-160, compuesta
por dos subunidades asociadas no
covalentemente, %p-120 (externa) y gp-41
(transmembrana) 9. La primera de estas
glicoproteinas reconoce y se une a la molécula
CD4 presente en la superficie celular de linfocitos
T helper, macréfagos y células dendriticas,
constituyendo el primer paso en la fusion de
membranas. Esto provoca una modificacion de la
configuracion de gp-120, facilitdndose la union
secundaria de ésta glicoproteina a un correceptor
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de quimoquina @ Dicha unién induce otro cambio
conformacional, ahora de gp-41, quedando
expuesta una region denominada péptido de
fusion que se inserta en la membrana celular }/
permite la fusibn de ambas membranas ,
promoviéndose la entrada viral.

Los receptores de quimoquinas CCR5 y
CXCR4 juegan un rol clave en la entrada del VIH-
1 en células que ademas de exhibir estos
receptores en su superficie, coexpresan al
marcador CD4 en el mismo lugar )
constituyendo asi los maxores correceptores para
la infeccion de este virus

De acuerdo al tipo de correceptor
utilizado (CCR5 0 CXCR4) para la invasion viral, el
virus puede ser clasificado en VIH-1 con tropismo
macrofagico (Tropismo M), cuando utiliza el
CCR5, denominandose al virus VIH R5
constituyendo la forma predominante de
transmisiéon, encontrada frecuentemente durante
los estadios asintomaticos de la infeccion; y VIH-1
con tropismo linfocito T (Tropismo T), cuando
utiliza el CXCR4, denominandose al virus VIH X4
y que emerge después de la asociaciéon temporal
de la enfermedad con la disminucion de células T
CD4 y la progresion hacia SIDA (10)

Evidencias clinicas sugieren mecanismos
de resitencia al progreso de la infeccion en
individuos Ilamados progresores lentos o en no
progresores.”). Se ha descrito la asociacién de
esta resistencia, con una delecién de un segmento
génico del gen codificante para una proteina
receptora tipo quimoquina (CCR5), expresada en
la superficie celular, la que se denomina ccr5832,
que da paso a una proteina CCR5 truncada
(delecion de 32 aminioacidos), no expuesta en la

2, 10)
superficie celular La infeccién por VIH-1 en
personas homomgotas para ccr5632 es
extremadamente rara y cuando ocurre, es
causada por cepas virales que pueden utilizar a
CXCR4 para su entrada a la célula @

Esta delecion comprende dos formas
genatipicas; homocigota ccr5632/ccr5032,
altamente protectora frente a la infeccion del VIH-1
y heterocigota CCR5/ccr5032, que proporciona
una relativa proteccion, retardando el progreso de
la infeccién VIH, el desarrollo de SIDA y muerte *
12,15, 17)

En estos ultimos afios diversos estudios
se han enfocado en determinar la incidencia de
este gen en diversas poblaciones humanas a lo
ancho del globo a fin de establecer el mecanismo
de resistencia contra el VIH predominante en
estas sociedades, enriqueciendo el conocimiento
epidemiolégico de las zonas estudiadas en cuanto
a factores determinantes en el desarrollo de
infeccion VIH-SIDA, y aportando informacion
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sobre los mecanismos de pato%enegs que posee
el virus en dichas pobIamones

En América latina se han venido
desarrollando algunos estudios epidemiolégicos
para investigar la incidencia de esta delecién en
poblaciones generales, seropositivas y expuestas
no seropositivas al VIH, este es el caso de
|nvest|gaC|ones en Colombia ®, Brasil ©®? y
Argentina ®®. Cabe resaltar que en Chile atn no
se han reportado datos sobre la prevalencia de
este marcador de resistencia.

El norte indiscutible de la realizacion de
estos estudios es el establecimiento de las
frecuencias gendtipicas de este tipo de
variaciones génicas, que pudiesen ser blanco de
nuevas terapias anti VIH en desarrollo, dirigidas a
interferir la interaccion del virus con los
correceptores de quimioquinas para inducir una
progresion lenta hacia la etapa de SIDA.

Materiales y métodos

Pacientes. Se estudiaron 54 mujeres de bajo
riesgo y seronegativas para la infeccion, que se
atienden por diversas patologias en el Hospital
Naval de Talcahuano. La clasificacién en esta
categoria es porque la mayoria de ellas son
multiparas y no presentan anticuerpos anti-VIH.
Todas las mujeres del estudio firmaron un
consentimiento informado aprobado por el comité
de ética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Concepcion.

Extraccion de ADN. Se extrajo una muestra de
sangre periférica con EDTA, las cuales fueron
mantenidas refrigeradas hasta la extraccion de
ADN, el cual, se desarrollo usando el protocolo
descrito por Lahari et al (4

Amplificacion. El fragmento especifico del gen
codificante para la proteina CCR5 se amplificé por
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando los siguientes cebadores o

primers: Forward; 5-
ACCAGATCTCAAAAAGAAGGTCT-3, reverse; 5'-
CATGATGGTGAAGATAAGCCTCACA-3, los

cuales fueron descritos previamente “?. La
muestras con los primer fueron sometidas a 35
ciclos de amplificacion: 5 minutos a 95°C, 35
ciclos de 1 minuto a 95°C, 45 segundos a 58°C y a
1 minuto a 72°C, con una extension final de 5
minutos a 72°C. El producto de amplificacion se
sometié a una electroforesis convencional en gel
de agarosa al 3%, con un voltaje de migracion de
80 mVolts. Luego, se reveld el resultado de las
bandas con bromuro de etidio y se visualizé bajo
luz ultravioleta en un sistema de foto-
documentacion UV. El resultado del protocolo de
amplificacion, resultara en un amplicén de 225 pb
correspondiente al producto amplificado de un
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sujeto genotipicamente normal. La aparicién de un
amplicon de 193 pb representara al producto
amplificado de un sujeto homocigoto para la
mutacion. En consecuencia, la presencia de
ambas representara a un individuo heterocigoto.
Andlisis estadistico. El andlisis de las
frecuencias alélicas y genotipicas en la poblacion
estudiada se realiz6 por pruebas de frecuencias
en poblacion, y estimacion de pardmetros en
proporciones por prueba de distribucion normal,
con intervalos de confianza para extrapolar los
resultados al universo correspondiente con un
nivel de significacion del 95%.

Resultados

Para conocer el genotipo de los
individuos en estudio, con relaciéon a los genes
involucrados en la codificaciéon para la proteina
quimoquina CCR5 y su mutacién descrita
anteriormente, se somete el material genético
muestreado a la prueba de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), obteniéndose bandas de 255
pb para el alelo normal (CCR5) y de 193 pb para
el alelo mutado (ccr5832). La presencia de una de
estas bandas por evento estudiado, denotara la
homocigocidad para el alelo implicado, resultando
en los genotipos homocigoto normal (CCR5 /
CCR5) y homocigoto mutado (ccr5832 / ccr5632),
respectivamente. Este Ultimo genotipo no fue
encontrado. La presencia de ambas bandas
sefialard que el evento estudiado posee un
genotipo heterocigoto (CCR5 / ccr5532). (Véase
Figura 1)

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 3%. 1) Muestra a
un individuo homocigoto para el alelo normal (CCR5 /
CCR5). 2) Corresponde a un caso de secuencia heterocigoto
(CCR5 / ccr5832). 3) Control negativo
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Se estudiaron los genotipos de 54
mujeres de bajo riesgo seronegativas para virus
VIH. La frecuencia genotipica mas alta se
encontr6 para el genotipo homocigoto normal
(CCR5 / CCR5), la que se present6 en 50 de los
54 casos estudiados (92,59%). En cuanto a la
frecuencia para el genotipo heterocigoto (CCR5 /
ccrb5632) se determind sdlo en 4 casos del total
(7,41%). Durante este trabajo no hubo hallazgos
de mujeres que presentaran el genotipo
homocigoto para la delecion de 32 nucleétidos
(ccr5832 / ccr5032). (Véase Tabla 1)

En relacion a la frecuencia en que se
encuentran los alelos en estudio (CCR5 vy
ccr5632), podemos denotar que el gen normal
(alelo CCR5) aparecié 104 veces y el gen mutado
(alelo ccr5632) se advirtié sélo en 4 oportunidades
de las 54 muestras. A continuacién se calcularon
los porcentajes de cada frecuencia observada, y el
intervalo de confianza para cada una de ellas con
un nivel de significacion del 95% por pruebas de
distribucion normal. El alelo normal se present6 en
un 96,3% de los casos con una estimacion en el
intervalo de confianza entre 92,73% y 99,86%.
Para el alelo mutado, el porcentaje fue de un 3,7%
con un intervalo de confianza entre 0,14% vy
7,27%. (Véase Tabla 2)

Frecuencia Genotipica

Genotipo Observada Porcentaje (%)
(N°)

CCR5/ CCR5 50 92,59

CCR5/ ccr5832 4 7,41

ccr5832/ ccr5832 0 0

TOTAL 54 100

Tabla 1. Andlisis de las frecuencias genotipicas. En la tabla
se muestran los genotipos encontrados en el estudio, donde
homocigoto normal (CCR5 / CCR5), se encontr6 en 50
muestras correspondientes al 92,59 % de las pacientes
estudiadas. El genotipo heterocigoto (CCR5/ccr5832), solo
se encontré en 4 muestras, correspondientes al 7,41% de las
pacientes estudiadas.

Discusioén

De las frecuencias genotipicas obtenidas,
se puede comentar que la incidencia denotada por
los porcentajes expresados, prevalece claramente
al genotipo CCR5 / CCR5 con un 92,59% de la
poblacién estudiada, poniendo en claro que es
éste el mayoritario, en contraste con el porcentaje
minoritario de un 7,41% expresado por el genotipo
CCR5 / ccr5832 en la poblacion en estudio. A
pesar de que el genotipo homocigoto para la
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mutacion (ccr5032 / ccr5632) puede aparecer sin
problemas, éste no figuré entre los casos en
estudio.

Sobre el realizado a las frecuencias
alélicas, podemos sefialar la gran incidencia que
posee el alelo CCR5, tanto en su registro absoluto
como relativo, con 104 eventos representando al
96,3% de la totalidad de casos estudiados,
ubicdndolo como ampliamente predominante en la
poblacién. Por su lado el alelo mutante, presenta
un 3,7% de frecuencia en la poblacién en estudio,
denotando su estado de baja incidencia y
minoritariedad en la poblacion. Este dltimo hecho
gueda enmarcado en la prueba de estimacion de
parametros, en donde se analizan las frecuencias
alélicas a través de un intervalo de confianza, que
ayuda a extrapolar los datos muestrales
adquiridos y calculados, hacia el universo
correspondiente a la poblacién en estudio. (Tabla
2)

Frecuencia Alélica

Observados Porcentaje Intervalo de
Alelos .
(N°) (%) confianza
(NS = 95%)
CCR5 104 96,3 92,73% - 99,86%
ccr5832 4 3,7 0,14% - 7,27%

TOTAL 108 100

Tabla 2. Andlisis de las Frecuencias alélicas. La presencia
del gen normal (alelo dominante), se encontr6 en las 54
muestras analizadas, de los cuales 50 de ellos se
comportaban como homocigoto dominante (2 alelos
normales por paciente) y cuatro como heterocigoto (4 alelos
normales y 4 alelos mutados). Estos datos entregan una
frecuencia de aparicion de los alelos (frecuencia alélica):
CCR5 un 96,3% y ccr5832 un 3,7%.

El comentario mas indicado para los
resultados expuestos en la estimacién de
intervalos de confianza, en cuanto a la baja
frecuencia del alelo ccr5832, seria que con una
seguridad del 95% se puede estimar que la
aparicion de éste gen se encuentra comprendida
entre el 0,14% y 7,27% de las mujeres de bajo
riesgo seronegativas, lo cual debe ser confirmado
con un ndmero mayor de pacientes.

Conclusién

De nuestro estudio, el primero de este
tipo realizado en Chile, podemos decir, que el
alelo mutante fue posible de encontrar en la
poblacién; no demostrandose su presencia en la
forma de genotipo homocigoto mutante, aunque,
no lo descarta. Esto se puede dar por la incidencia
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demasiado baja de este alelo, tanto en la
poblacién estudiada como en la estimacion de su
universo, lo que conlleva a deducir que es mas
probable encontrarlo conjugado con el alelo
normal, formando el genotipo heterocigoto, que
relacionado con el mismo en ambas cromatidas
hermanas, formando el homocigoto para el alelo
mutante. Lo anterior se apoya en los resultados
expuestos en la Tabla 1, demostrando que si bien
el alelo se presenta de manera heterocigota en los
estudios, esta combinacion sélo se encuentra en
un 7,41% de la poblaciéon estudiada. Por lo
anterior, al extrapolar la presencia de esta
mutaciéon al resto de la poblaciéon, se puede
concluir que seria un mecanismo de resistencia a
la infeccién VIH de baja importancia en nuestra
poblacién, relacionado con la velocidad de
progresion a SIDA; por lo que es imprescindible
una adecuada politica de prevencion de la
infeccion.

Es importante mencionar que una forma
efectiva de corregir esta aparente ausencia del
homocigoto mutado, es el aumento de los eventos
muéstrales analizados, lo que no s6lo conllevara a
enmendar esta incertidumbre, sino que también
trae como consecuencia una mayor precision de
los datos calculados, con una mayor estrechez de
los intervalos de confianza para extrapolar los
estudios hacia el universo correspondiente.
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