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Resumen

Se suele evaluar Insulinorresistencia (IR) mediante “Insulina e indice HOMA-IR” pero hay escasa publi-
cacion sobre valores de referencia y/o corte para evaluar IR en el Sindrome Metabdlico. Un mismo valor
de HOMA-IR puede provenir de diversos pares de glucosa/insulina; esto aporta informacién insuficiente si
no se consigna el % de f-secrecion (%B) y el % de Sensibilidad (%S).

Objetivos: 1°) Calcular (para Insulina medida por MEIA) los valores de corte a informar para HOMA-
IR, %B y %S, obtenidos a partir de la férmula HOMA. 2°) idem, para esos indices obtenidos del programa
HOMAZ2. 3°) Dadas las multiples combinaciones de datos que pueden confluir en un mismo HOMA-IR o un
mismo %B, interpretarlos en una grafica para facilitar su evaluacion.

Valor de corte: se realizaron 208 TTOG obteniéndose para HOMA-férmula y HOMAZ2 los siguientes:
HOMA-IR, 2.64, HOMA2, 1.67; %S: 37.8% y HOMA2-%S 59.9%. %B: 67.6% y HOMA2-%B: 73.0%;

Interpretacion de datos: si en un grafico de insulina vs. glucosa se unen todos los puntos correspondien-
tes a un mismo HOMA-IR se obtiene una curva de iso-HOMA, lo mismo para la recta de iso-%B. Repitiendo
la operacion con varios valores de HOMA-IR y de %B se obtiene una grifica, en la cual los iso-HOMA e
iso-%B de corte delimitan 4 zonas, y la ubicacion de los datos de un paciente en ¢/u de ellas tiene signifi-
cados diferentes, que se interpretan en este trabajo.

Conclusion: debe informarse siempre HOMA-IR, %S, y %B como indicador del status f—secretor.

Abstract

BACKGROUND: insulin resistance status is frequently evaluated through the HOMA-IR index, but there
still is a widespread missunderstanding about its interpretation. p—cell status is evaluated through the %B
(B-secretion). Still, there are very few papers regarding cut-off values for HOMA-IR and its associated indexes
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that arise from the original HOMA formula. Indeed, the need of evaluation IR as a main component of the
Metabolic Syndrome as defined by the WHO committee (1999), led us to try to calculate the cut-off value
for HOMA-IR in case Insulin is measured by MEIA (Abbott Laboratories). A single HOMA-IR value (as well
as %S, %-Sensitivity) may come from different glucose-insulin pairs, so that in itself it provides little informa-
tion, specially regarding B-secretory status. That lack of information must be assessed through %-B, which
also comes from different combinations of glucose-insulin values.

OBJECTIVE: The aims of this study are: 1°) To calculate the cut-off values for HOMA-IR, %-S, %-B, to be
reported along with Insulin to the physicians, as obtained by HOMA-formula. 2°) To calculate the cut-off
values for HOMA2-IR, %-B, %-S as provided by the HOMA2 Calculator. 3°) Considering that each value of
HOMA or %-B may come from multiple combinations of glucose-Insulin pairs, to design a graphic in which
a patients status migth be evaluated.

METHODS AND RESULTS: 208 OGTT were performed according to WHO 1999 recomendations, 110
patientes and 98 controls. Statistics were calculated by using G. Reaven’s criteria about upper and lower
quartile among people under 30kg/m? BMI. Data calculated were: upper quartile for HOMA-IR: 2.64; for
HOMAZ2: 1.67; lower quartile for %S: 37.8%, HOMA2-%S: 59.9%; lower quartile for %B: 67.6%, HOMA2-%B:
73.0%.

Study and interpretation of the data: we can calculate the different pairs of data that converge onto a
same value of HOMA-IR (table3); if we then plot on a graphic Insulin vs. Glucose those different points, we
could see a curve ranging from “low glucose-high insulin” points to “high glucose-low insulin” others (Fig.
1. We can draw a curve for each HOMA-IR value, but for the evaluation it is enough if we take the cut-off
value and some lower and higher ones (Fig. 4). The same can be done for each data of %-B (table 4); in
this case, we obtain a straigth line with a positive slope; the highest the %B, the highest the slope. Just like
before, we can plot the cut-off value for %B, and some lower and higher (Fig.5). If we plot all this curves
in a unique Insulin vs. Glucose graphic (Fig. 6), then we can see that the intersection of both cut-off lines
leaves on the graphic four zones (beyond the uncertainty zones undermentioned), (Fig. 7, 8). The position
of the pair of data of a patient on the plot could allow to predict about his insulin-sensitivity and p-secretory
status, in spite of B-cell pulsatility.

CONCLUSIONS: Cut-off data were calculated for MEIA-Insulin: HOMA-IR (2.64), %B(67.6) y %S (37.8).
For HOMA2-Calculator: HOMA-2: 1.67; HOMA2-%B: 73.0%; HOMA2-%S: 59.9%. Given the limited informa-
tion provided by HOMA-IR alone e suggest that patient’s reports for the physicians include HOMA-IR as
well as %S, in order to evaluate the B-cell status and try to predict B-claudication as early as possible before
it takes place. Nonetheless, in the long-time-evaluation of a patient, the method of Insulin dosage should
be, if possible, the same one.

Introduccién

1 - Definicion somera de insulinorresistencia (IR)
e Insulinosensibilidad (IS) y su concepto como va-
riables continuas. Déficit precoz de la capacidad
K-secretoria.

El metabolismo de la glucosa es regulado por
mecanismos en que participan no sélo la insuli-
na producida en las células f del pancreas sino
un conjunto de 6rganos y hormonas cuyo conoci-
miento se expande aceleradamente. De ello surge

la necesidad de un mejor control de los diabé-
ticos (tanto en ayunas como en sus excursiones
posprandiales), cuanto de sus familiares y de los
pacientes en quienes se necesita detectar con la
mayor precocidad la aparicion de insulinorresis-
tencia o un déficit en la B-secreciéon. 2

La Insulinoresistencia® (IR) consiste en la dismi-
nucion de la capacidad de diversos tejidos (muscu-
lar, hepatico, adiposo) de responder eficazmente
a la Insulina en cuanto a su efecto internalizador
de glucosa. Su inversa, la Insulinosensibilidad (IS)
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es medida positiva de la capacidad antemenciona-
da; no es una variable bimodal sino una funcion
continua, por lo cual lo correcto seria decir que
un individuo o un grupo determinado son mas (o
menos) insulinosensibles.

Es conocida desde hace ya tiempo la estrecha
relacion de la IR con la obesidad?, el Sindrome
Metabdlico™® (SM) y el sindrome de ovario poli-
quistico’. Los habitos alimentarios®, y el cambio de
estilo de vida durante las dos ultimas décadas han
generado sobrepeso poblacional y variaciones
metabolicas, observindose tendencias que hacen
presumir como absoluta la marcada asociacion que
existe entre IR y sobrepeso. Pero dicha asociacion
no es generalizable, la IR puede presentarse en
individuos delgados; de hecho, el sindrome HAIR-
AN’ (Hiperandrogenismo, IR, Acantosis nigricans)
fue estudiado por primera vez en una mujer delga-
da'®! ' Se observan tendencias de morbilidad que
harian pensar que la estrecha asociacién entre IR
y sobrepeso'? fuera absoluta, pero sabemos que
no es asi. El rol de la IR en la diabetogénesis y el
incremento del riesgo aterogénico representan el
otro aspecto de interés médico en el tema, funda-
mentalmente en cardiologia®®, por lo que los in-
dices empleados en la medida de la IR adquieren
marcado interés en medicina preventiva.

En los ultimos anos, se ha incrementado el in-
terés en otro aspecto de la diabetogénesis: ya no
s6lo la IR sino especialmente el déficit de insulino-
secrecion como factor precoz en la historia natural
de la diabetes. Se han descripto fallas del 1° pico
de insulina posprandial*"> halladas hasta 10 afios
antes de observarse la primer hiperglucemia en
ayunas. De alli, la necesidad de hallar indices que
permitan la deteccién temprana de dicha claudica-
ciéon. Las curvas de insulinemia postsobrecarga de
glucosa no son iguales si la misma es oral o en-
dovenosa: la respuesta insulinémica es mayor en
la sobrecarga oral debido a que en ella no opera
solo el efecto liberador de insulina por el estimulo
de glucosa sino que la estimulan también, las hor-
monas incretinicas'® GLP-1 (Glucagon Like Peptide
1D vy GIP (Glucose-dependent Insulinotropic Pep-
tide) secretadas en el tracto gastrointestinal. El im-
pacto ponderado del efecto incretina varia segin
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la sobrecarga, pero oscila entre 20 y 60% de la
respuesta insulinosecretora total en sujetos sanos.
En DM tipo 2 (DM2) se ha descripto reduccion o
supresion del efecto incretina'’, por lo que se pos-
tul6 el uso de GLP-1 y derivados para reemplazar,
en esta patologia, un defecto de la insulinosecre-
cién incretino-mediada.

2 - Medidas de insulinorresistencia (IR) e insu-
linosensibilidad: clamp hiperglucémico, clamp
euglucémico hiperinsulinémico, FSIVGTT con mo-
delo minimo de Bergman, HOMA-IR, HOMA%S,
110,120, HOMA2-IR, HOMA-2-%S, OGIS.

La correcta evaluacion de la insulinosensibili-
dad (o de la IR) responde a fines terapéuticos,
para lo cual se idearon diversos procedimientos.

Ya hace tiempo se calculaba el indice insuli-
nogénico (cociente Insulina/Glucosa en ayunas),
como medida de la hipersecrecién compensatoria
a consecuencia de la IR.

Clamp Hiperglucémicol8 (CH) es un método
“gold standard” para estimar la insulinosensibili-
dad (IS). Es fisiologico y reproducible, y mide: 1)
la respuesta p-celular a la glucosa; 2) la Sensibi-
lidad tisular a la Insulina enddgena secretada; 3)
las fases temprana y tardia de la insulinosecrecion.
Sin embargo, es dificil de realizar fuera de un cen-
tro médico especializado.

Consiste en: a) determinar la glucemia basal
(por ejemplo, 90 mg/dL); b) mediante una dosis
inicial de glucosa ev (240mg/Kg de peso), se lle-
va la glucemia a un valor 125mg/dL por encima
del basal; ¢) luego, mediante infusién continua de
glucosa ev, se estabiliza la glucemia en ese valor
durante 2 horas (estado estacionario), mediante
un sistema de monitoreo continuo y dosificacion
automatica del goteo.

El pancreas, en respuesta a la hiperglucemia,
secreta insulina, promoviendo la captacion hepati-
ca y tisular de glucosa. La secrecion de insulina es
bimodal, con una primera fase rapida (0-10) y una
segunda fase lenta (10-120"). Asi se alcanza un esta-
do estacionario en el feedback glucosa-insulina. En
ese momento, la velocidad de la captacion de glu-
cosa depende de la sensibilidad de cada tejido a la
insulina. La velocidad de infusion es proporcional a
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la captacion tisular insulinomediada, o sea al con-
sumo tisular de glucosa, y éste lo es a la insulino-
sensibilidad. Puesto que la Ginica insulina en juego
es la secretada por el pancreas, este test al medir la
captacion tisular mide la respuesta insulinica pan-
credtica a la hiperglucemia producida en el clamp
(GSIS), o sea la insulinosensibilidad tisular.

Clamp Euglucémico-Hiperinsulinémico' (CEH):
es “el” gold standard para IS. Es un método costoso,
laborioso e incomodo, pero muy exacto para medir
la sensibilidad tisular a la insulina. Al igual que en el
clamp hiperglucémico, se asume que la produccion
hepatica de glucosa se halla suprimida.

Consiste en: 1 infusion simultanea, en 2 sitios:
(a) de insulina (prime dose y luego dosis meno-
res hasta llegar a un plateau de 100uU/mL) a lo
largo de 2 horas; (b) de glucosa 2 mg/kg/min., a
velocidad variable segin necesidad. La infusion de
insulina induce hipoglucemia, que se compensa
mediante la infusion de glucosa para mantener la
euglucemia, estableciendo un estado estacionario.
Al haber hiperinsulinemia, el pancreas se halla in-
hibido de producir por lo que la infusion de glu-
cosa responde solo a la demanda originada por el
consumo tisular frente a la insulina exdégena, que
se considera toda bioactiva. El CEH refleja la IR ti-
sular. No detecta fallas en la secrecion pancredtica
o en su primera fase, como si lo hace el CH. En
un TTOG la administracion de glucosa es fija y se
modifica la glucemia. En un CEH la glucemia es fija
y se modifica la administracion (endovenosa) de
glucosa. Ambos test miden tolerancia a la glucosa.

El FSIVGTT (Frequent Sampling Intravenous
Glucose Tolerance Test), Test de tolerancia a la glu-
cosa endovenosa con muestreo frecuente; permite
detectar la existencia o falta del primer pico de in-
sulina. Es mas sencillo de efectuar que los clamp,
pero igualmente exige la infusion de glucosa, y se
debe insulinoinfundir al paciente. Luego, mediante
un catéter, se toman muestras de sangre a distintos
tiempos durante 3 horas. En cada muestra se dosan
glucosa e insulina. El FSIVGTT se efectda, hoy en
dia, procesando los datos en el programa Modelo
Minimo de Bergman, preparado para el ingreso de
los mismos y su resultado automatico.

ITT: el Gltimo de los estudios complejos es el
Test de tolerancia a la insulina; mide la depuracion
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(disminucién) de glucosa luego de inyectar insu-

lina endovenosa. (similar a un clamp euglucémi-

co hiperinsulinémico pero sin el “salvavidas” de
la infusion de glucosa). Se inyecta insulina y se
extrae cada 5 durante 1 hora. Se calcula luego el

t,, (iempo medio) tiempo en que la glucemia

alcanza el 50% del valor basal. Cuanta mas insuli-

nosensibilidad, menor tiempo para alcanzar el t,,

y viceversa. Dado que se opera en hiperinsuline-

mia, se ha anulado la gluconeogénesis hepatica,

y el consumo de glucosa es sélo el debido a la

insulina exégena. Tiene bajo costo, ademas, por

lo que se puede aplicar en estudios poblacionales.

Desventajas: se puede entrar en hipoglucemia (se

debe tener preparada dextrosa al 25% ev para tal

caso), y ademads luego de los 30 minutos ya entran
en juego las hormonas de contrarregulacion.

Existen medidas de la IS mas simples y que se
han validado frente a los métodos patron:

a) con datos basales de glucemia e insulinemia
en ayunas: derivados de HOMA-férmula, HO-
MA-IR (Homeostatic Model Assessment)*?!,
HOMA-%S, HOMA-%B (es % de B-secrecion).

b) con datos basales de glucemia e insulinemia en
ayunas: derivados del programa HOMA2: HO-
MA2-IR*?, HOMA2-%S, HOMA2-%B (HOMA2-%
de B-secrecion).

c) con datos de glucemia e insulinemia basales y
120’ postsobrecarga de glucosa, el indice de insu-
linosensibilidad en condicién dinamica ISI10,120.

El indice HOMA (descripto por Turner® y per-
feccionado por Matthews") se emplea como me-
dida de IR y simplifica el procedimiento matema-
tico asumiendo (aunque no es exactamente asi)
una relacion simple en el feedback glucosa-insuli-
na. Este indice, por haber sido validado frente al
clamp, sigue siendo el mas utilizado como patrén
secundario en la mayoria de las publicaciones.
Sin embargo, debe recordarse que es apenas una
forma simplificada del programa HOMA, provisto
en 1985 para fines de investigacion por la Univer-
sidad de Oxford. Junto al HOMA, originalmente
denominado HOMA-IR (por Homeostatic Model
Assessment for Insulin Resistance), es conveniente
calcular los indices HOMA-%S* (% de Sensibili-
dad) y HOMA-%B (% de Beta-secrecion).
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En 2002, el grupo de Oxford elaboré un nue-
vo programa, que evalda la relacion metabolito-
hormona incluyendo ciertos parametros empiricos
y calcula: HOMA2-IR (insulinorresistencia), HO-
MA2-%S (% Sensibilidad), HOMA2-%B (% beta-
secrecion)®.

El Homa-2 es una actualizacion y adaptacion
hecha por Jonathan Levy y col. en Oxford, la cual
establece una relacion no lineal entre glucosa e
insulina (que se ajusta mejor a la realidad fisiol6-
gica). Toma en cuenta las variaciones en la resis-
tencia hepdtica y en la tisular periférica. Considera
aumentos en la curva de insulinosecrecién cuando
las glucemias superan 180 mg/dL, y también el
pequeno aporte de la proinsulina. El HOMA-Cal-
culator se halla disponible en internet para fines
de investigacion.

El indice ISI ,* es una medida de IR en con-
diciones no estaticas, que emplea en el calculo los
datos de glucemia en insulina a tiempos inicial y a
las 2 horas de una sobrecarga oral de 75 g. de glu-
cosa considerando en los cilculos también datos
antropométricos como peso y altura.

El Oral Glucose Insulin Sensitivity (OGIS)¥ se
basa en una ecuacién compleja que desarrollaron
Mari y col., en la que utilizan las glucemias e insu-
linemias basales y a 60°, 90’ y 120’ postsobrecarga
oral. Otra alternativa en el mismo programa utiliza
los puntos 0, 60°, 120" y 180’. La ecuacién final
emplea datos antropométricos y algunas constan-
tes de obtencion empirica para ajustar, de manera
que haya una buena correlacion entre el OGIS y el
Clamp Hiperglucémico.

3 - Medidas de insulinosecrecion: clamp hiperglu-
cémico, FSIVGTT con cilculo por Modelo Minimo
de Bergman, medida de la 1° fase de secrecién
insulinica mediante TTOG (Alns (30-0) / AGlu
(30-0)), HOMA%B, HOMA-2-%B

Ademas de la IR, es importante conocer el sta-
tus secretor B-celular y su eventual y progresiva
claudicacion, la cual puede resultar un indicador
precoz de riesgo diabetogénico. Respecto a la
insulinosecrecion, interesa particularmente aque-
llo referido a la respuesta aguda de insulina, cuyo
déficit se procura detectar lo mis precozmente
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posible. En la literatura® se informa que el défi-
cit de insulinosecrecion, la B-claudicacion, puede
ser un parametro con menor variabilidad biol6gica
respecto a otros asociados al estudio de diabetes,
como los indices de IR .

En un TTOG la respuesta aguda no es tan ra-
pida, dado que la hiperglucemia se produce post-
absorcion y en el mismo intervienen también las
hormonas incretinicas. Sin embargo, aunque me-
nos reproducible, el TTOG es un método mucho
mas “fisiologico” que el clamp, puesto que la so-
brecarga oral se asemeja mis a lo que ocurre en la
vida cotidiana. Debe considerarse que la IR tiene
variabilidad dia a dia, y que el ejercicio fisico la
disminuye mediante el aumento del consumo de
glucosa mediado por glucosa. El horario adecuado
para medir la IR es alrededor de las 08:00 debido a
que en ese momento el pico de Cortisol aumenta
el output hepatico (igual ocurre con el aumento
de adrenalina en el estrés).

Como método mads simple para conocer la in-
tensidad del 1° pico de secrecion insulinica se pro-
puso el cociente entre los incrementos de insulina
y de glucosa entre el tiempo inmediatamente pre-
vio a la sobrecarga y los 30 minutos de iniciada,
conocido como Alns .,/ AGlu , #, en el cual
se asume que el pico de Insulina se produce a
los 30 minutos de administrada la sobrecarga oral,
respecto a los 10-15 minutos en que ocurre si la
sobrecarga es endovenosa. En las TTOG efectua-
das de este modo se pueden medir los parimetros
a los tiempos 0, 30°, y 120°, con lo cual se eva-
laa tanto la Insulinosecrecion (mediante Alns ,  /
AGlu ) como la tolerancia a la glucosa (median-
te el valor de glucemia a 120", y un indice de IR
dindmica mediante el ISI , .

Con los datos en tiempo inicial (o sin sobrecar-
ga) se puede calcular el HOMA%B, un indice de
insulinosecrecion obtenido de la formula HOMA,
o el HOMA2-%B, que se extrae del programa
HOMA-2 de la Universidad de Oxford.

El FSIVGTT * equivale a una curva de gluce-
mia postsobrecarga intravenosa de glucosa y con
muestreo frecuente, lo cual permite ver la respuesta
pancredtica a dicha sobrecarga y la aparicion (o
no) de la 1° fase de secrecion de insulina.
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Antecedentes

En una publicacién anterior'! se propusieron
(para estimar insulinorresistencia) valores de corte
para algunos indices de IR en una poblacién de
individuos a quienes se efectu6 TTOG con do-
saje de insulina (por MEIA) y glucosa. Dentro de
los individuos considerados normales se incluyé?,
segin recomendaciones de G.Reaven® a aquellos
con BMI < 30kg/m? y que no tuvieran elemen-
tos que permitieran clasificarlos dentro de la cate-
goria de IGR (Regulacion alterada de la glucosa,
ya fuera glucemia alterada en ayunas, intoleran-
cia a la glucosa, o diabetes), y que no pudieran
ser incluidos dentro de ninguna de las 4 clasifi-
caciones entonces consideradas para el Sindrome
Metabolico(SM)* (a saber, las de: OMS, ATPIII,
AACE/ACE, EGIR). Los valores de corte se calcu-
laron como percentilo 75 en el caso de valores de
corte superiores (6 perc. 25 en inferiores) de los
datos de dicha poblacion.

La medida de hormonas por enzimoinmu-
noensayos, alin automatizados, es absolutamen-
te método-dependiente. De alli la necesidad de
determinar valores de corte de los indices para
cada método de dosaje de insulinemia y para cada
poblacién. En nuestro laboratorio seleccionamos
el dosaje por MEIA en plataforma Abbott Axsym
debido a que por emplear anticuerpos que no in-
teractdan con la proinsulina, mediria insulina “ver-
dadera” sin influencia de proinsulina® (la cual es
una causa de que los dosajes por RIA arrojen va-
lores entre 10 y 16% mads elevados). La otra causa
es que el programa HOMA?2 requiere especificar el
tipo de método de medida (en este caso, Specific
Insulin) puesto que las ecuaciones empleadas en
éste son diferentes.

No se han hallado en la literatura, para insulina
dosada por MEIA, valores de corte para indices de
HOMA: HOMA-IR, HOMA-%S, HOMA-%B ni para
los nuevos indices de HOMA2: HOMAZ2-IR, HO-
MA2-%S, HOMA2-%B. En una presentacion previa®
se calcularon los valores de corte para HOMA-IR
sin hacer énfasis en HOMA-%S y HOMA-%B. En
esta ocasion se intenta establecer la serie de datos
para HOMA y también para el programa HOMA2.
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A pesar de varias recomendaciones para que
los valores de HOMA-IR y HOMA2-IR se empleen
principalmente como datos poblacionales, los
multiples trabajos publicados y la practica clini-
ca cotidiana conducen a su uso como marcadores
de IR en aquellos pacientes en quienes se desea
conocer alguna medida de su insulinosensibilidad
y no se justifica realizar estudios complejos y cos-
tosos como un Clamp. Existen cientos de trabajos
publicados en los que se refiere que el HOMA-IR
se ha validado contra Clamp con un muy alto co-
eficiente de correlacion, y para que ello sea posi-
ble el grupo de Oxford que elaboré el HOMA2-IR
introdujo en su formulacion una serie de constan-
tes de obtencién empirica que permitieron mejo-
rar dicho ajuste.

Otro aspecto interesante del empleo de indices
de IR fundados en valores basales (sin sobrecarga)
es que tales indices pueden ser resultado no de un
solo par de datos de glucemia-insulinemia sino de
multiples combinaciones de los mismos que llevan
a idéntico resultado final. Si no se estableciera un
marco de interpretacion de los datos, la incerti-
dumbre en cuanto a su evaluacion podria condu-
cir a conclusiones erradas. Por ello, un grupo de
datos que en su conjunto permita conocer tanto el
status de insulinosensibilidad cuanto la capacidad
B-insulinosecretoria del individuo permitiria al mé-
dico una mas clara interpretacién de cada caso.

Objetivos

1) Calcular los valores de corte a informar para los
indices de insulinosensibilidad, insulinorresis-
tencia e insulinosecrecion obtenidos a partir de
la férmula HOMA.

2) Calcular los valores de corte a informar para
los indices de insulinosensibilidad, insulinorre-
sistencia e insulinosecrecion obtenidos a partir
del programa HOMA?2

3) A la luz de las multiples combinaciones de da-
tos que pueden confluir en un mismo valor de
HOMA-IR, postular que dicho indice en forma
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aislada brinda una informacion parcial, que
necesita ser adecuadamente interpretada. Se
intenta analizar el conjunto de los 3 datos sur-
gidos de la formula HOMA (HOMA-IR, HOMA-
%S, HOMA-%B) para facilitar la evaluacion del
status de un paciente, y elaborar una grafica
que clarifique dicho analisis.

Materiales Y Métodos

Seleccién de la poblacién

El estudio se realiz6 sobre la base de datos del
laboratorio, con una poblacién juvenil-adulta en
una franja que va de 20 a 65 afios que concu-
rri6 a efectuarse estudios de curva de glucemia ya
sea por control, chequeos periddicos o por ante-
cedentes familiares, sobrepeso, sospecha de SOP
u otros motivos. Se incorporaron como controles
a voluntarios que cumplieron con los criterios de
inclusion mencionados debajo. En cada caso se
interrogd a los pacientes y se obtuvieron los si-
guientes parametros: edad, peso, altura, indice de
Masa Corporal (BMD como medida de la obesi-
dad, diametro de cintura y cadera, relacién cintu-
ra/cadera(WHR) como medida de la adiposidad
central, superficie corporal, antecedentes familia-
res de DM tipo 2, obesidad e hipertension arterial
(HTA). El ndmero total de individuos fue de 208,
todos los cuales dieron su consentimiento escrito
para ser testeados.

Criterios de inclusion: participacion voluntaria,
hemograma, hepatograma, urea y creatinina nor-
males, eutiroidismo por TSH<4.5 pUI/mL, no pre-
sencia de diabetes mellitus, glucemia alterada en
ayunas ni tolerancia alterada a la glucosa.

Criterios de exclusion: Los criterios de exclu-
sion en los controles estuvieron referidos funda-
mentalmente a los datos personales en glucemia
basal, obesidad e hipertension, edades por fuera
del rango, diabetes mellitus clasificada a partir de
la glucemia basal, aumento o disminucién recien-
tes de peso mayor de 10%, dietas hipocaloricas,
hipotiroidismo (TSH > 4.5 pUI/mL), insuficiencia
renal, cardiaca o hepatica.
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En todos los casos se sometio a los pacientes
a una dieta irrestricta en carbohidratos (minimo
300 gramos/dia) durante los 3 dias previos al test,
segin normas de la WHO (Anexo 1 del Reporte
del Comité de Expertos WHO,1999)* citindose-
los al laboratorio con 12 horas de ayuno, a las
08:00, para realizarles un TTOG. Se extrajo sangre
en ayunas y luego de 60, 90 y 120 minutos postso-
brecarga (75 gr. de glucosa anhidra en 375 mL de
H,0, ingerida a lo largo de 10 minutos). Durante
las 2 horas del estudio los pacientes permanecie-
ron en reposo, sentados. Las extracciones a 60, 90
y 120 minutos se hallaban en la base de datos de
una presentacion previa y obedecieron a la ne-
cesidad de eliminar de la lista de controles a los
individuos con intolerancia a la glucosa asi como
a quienes tuvieran alterados otros indices de IR
dindmica que no son tema de este trabajo (ISI ;¥
OGIS). En las muestras de suero basales se midio:
glucosa, insulina, colesterol total, HDL-colesterol,
acido trico, triglicéridos (para descartar Sindrome
Metabolico). En las muestras de 60, 90 y 120 minu-
tos post SOG se midieron glucosa e insulina.

Metodologia analitica

Las determinaciones de quimica clinica fueron
realizadas en autoanalizador Metrolab (Metrolab,
Quilmes, Argentina), a saber: glucosa con reacti-
vo de glucosaoxidasa acoplado a Trinder (Human,
Wiesbaden, Germany). Colesterol, uricemia y tri-
glicéridos fueron dosados con sistemas analiticos
tipo Trinder: colesterol AA (Wiener lab, Rosario,
Argentina), uricemia AA (Wiener lab, Rosario, Ar-
gentina), y triglicéridos plus (Gtlab, Rosario, Ar-
gentina). HDL-colesterol se midi6 de modo indi-
recto, por precipitacion con fosfotungstato-Mg**
de las fracciones no HDL y posterior medida en el
sobrenadante de la fraccion HDL (HDL-Colesterol
Reactivo precipitante, Biosystems, Barcelona, Es-
pana; Colesterol AA,Wiener lab, Rosario, Argen-
tina). En todos los casos se utilizaron controles
de calidad internos Accumark, Sigma Diagnostics,
USA. Las determinaciones de uricemia, colesterol,
HDL-colesterol y triglicéridos se efectuaron para
descartar pacientes con sindrome metaboélico.

La insulinemia y la TSH se midieron por MEIA
(Microparticle Enzyme linked Immuno Assay), con
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un autoanalizador de inmunoensayos Abbott Axs-
ym, (Abbott Diagnostic, Dainabot CO, LTD. Mina-
to-ku, Tokyo, Japan) y control de calidad interno
Lipocheck Immuno Assay Plus (Bio-Rad, USA).
El fabricante informa que el ensayo de insulina
no presenta reactividad cruzada frente a la proin-
sulina. Aquellos casos de individuos insulinode-
pendientes tratados con insulina bovina o porci-
na, quienes pudieran haber generado anticuerpos
contra las mismas con probabilidad de interferir
en el ensayo, no corresponden a nuestra pobla-
cion en estudio.

Es importante observar que, dadas las diferen-
cias obtenidas entre diversos inmunoensayos para
un mismo analito (dependientes del sistema de me-
dida, tipo de anticuerpos monoclonales utilizados,
caracteristicas de los epitopes en relacion a la ma-
triz, pH en que se desarrolla la reaccion y otras va-
riables propias de cada sistema) se considera que la
extrapolacion de estos resultados para otras meto-
dologias deberia testearse cuidadosamente. Dicha
precaucion no es extensiva a las determinaciones
de quimica clinica realizadas, en las que los co-
eficientes de variacion intermétodos en programas
de evaluacion externa de calidad interlaboratorial
muestran un comportamiento mucho mas homo-
géneo que el de los inmunoensayos.

RAEM e 2008
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En cuanto a la metodologia estadistica, se uso
el criterio empleado en una presentaciéon anterior®
y ya antes expuesto por G.Reaven?! en el 1¢ Con-
greso Internacional sobre insulinorresistencia, en
el sentido de considerar para los indices de IR un
valor de corte superior equivalente al percentilo
75 de una poblacién sin signos de pertenencia a
grupos de riesgo para sindrome metabdlico y con
un indice de Masa corporal (BMID) menor a 30 kg/
m? Para los indices de (-secrecion empleamos el
valor de corte inferior en el percentilo 25 de la
misma poblacién

Resultados

En relacion a los valores calculados para indi-
ces obtenidos con el HOMA-férmula, o bien con
el programa HOMA-2 las tablas son las siguientes
(Tabla 1 y Tabla 2) (valores de corte calculados
sobre percentilos 75 6 25 de la poblacion, segin
se trate de valores de corte superiores o inferiores
respectivamente):

Tabla 1: valores de corte para indices calculados con el HOMA-féormula

HOMA-IR

HOMA-%S HOMA-%B

V. corte superior, perc.75 2.64

V. corte inferior, perc.25

Tabla 2: valores de corte para indices calculados con el programa HOMA2

HOMA2-IR

HOMA2-%S5S HOMA2-%B

V. corte superior, perc.75 1.67

V. corte inferior, perc.25
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Para poder efectuar el andlisis de las distintas
combinaciones de glucosa e insulina que conflu-
yen en indices numéricamente iguales, se reali-
zaron calculos multiples con el fin de obtener 5
grupos de valores. Cada uno de dichos grupos
conduce a un mismo HOMA-IR (HOMA-IR en el
valor de corte (2.64), dos valores normales o ba-
jos, y dos valores altos) en base de datos Excel,
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volcandose los mismos en tablas cuyos resultados
se observardn en las graficas del rubro Discusion
como “iso-HOMA”. (tabla 3)

Se hizo luego otro tanto para obtener tablas de
igual %B (iso-%B), para el cual se calcularon datos
para 4 valores de % B: el v. de corte (68%) uno
bajo, uno normal alto y uno elevado.

Tabla 3: tablas calculadas para obtener varios HOMA-IR constantes, empleadas en la elaboracion de las curvas teori-
cas que se usaron en el trabajo. Nétese que en cada grupo es constante el HOMA-IR asi como su inversa el %S, pero

varia el %B

HOMA | GLU INS %B %S | HOMA | GLU INS %B %S HOMA | GLU INS %B %S
70 3,6 |184% | 164% 70 10,1 | 522% 58% 70 15,4 800% 38%
80 3,1 66% | 164% 80 8,8 187% 58% 80 13,5 287% 38%
90 28 | 37% | 164% 90 7,8 105% 58% 90 12,0 160% 38%
100 2,5 24% | 164% 100 7,0 69% 58% 100 10,8 105% 38%
110 2,3 17% | 164% 110 6,4 49% 58% 110 9,8 75% 38%
0.61 120 2,1 13% | 164% | 1,72 120 5,9 37% 58% 2,64 120 9,0 57% 38%
130 1,9 10% | 164% 130 5,4 29% 58% 130 8,3 45% 38%
140 1,8 8% | 164% 140 5,0 24% 58% 140 7,7 36% 38%
150 1,7 7% | 164% 150 4,7 19% 58% 150 7,2 30% 38%
160 1,6 6% | 164% 160 4,4 16% 58% 160 6,7 25% 38%
170 1,5 5% | 164% 170 41 14% 58% 170 6,3 21% 38%

HOMA | GLU INS %B %S HOMA | GLU INS %B %S

70 24,0 | 1247% | 24% 70 35,0 | 1818% 17%

80 21,0 | 447% 24% 80 30,6 652% 17%

90 18,7 | 250% 24% 90 27,2 364% 17%

100 16,8 | 164% 24% 100 24,5 239% 17%

411 110 153 | 117% 24% 110 22,3 171% 17%

120 14,0 89% 24% 5,99 120 20,4 129% 17%

130 12,9 70% 24% 130 18,8 101% 17%

140 12,0 56% 24% 140 17,5 82% 17%

150 11,2 46% 24% 150 16,3 68% 17%

160 10,5 39% 24% 160 15,3 57% 17%

170 9,9 33% 24% 170 14,4 49% 17%




12 INSULINORRESISTENCIA, INSULINOSENSIBILIDAD...

RAEM e 2008
Vol 45 e No. 1

Tabla 4: tablas calculadas para obtener varios HOMA-%B constantes, empleadas en la elaboracién de las curvas teo-
ricas que se usaron en el trabajo. Nétese que en cada grupo es constante el %B, pero varian el HOMA-IR y el %S.

%B % GLU INS | HOMA | %S

%B % GLU | INS | HOMA %S

70 0,8 0,13 751%

80 1.9 0,37 269%

90 3,0 0,65 150%

100 4,1 1,01 99%

40% 110 5,3 1,41 7%
(

120 6,4 1,87 53%

130 7,5 2,39 42%

140 8,6 2,95 34%

150 9,8 3,58 28%

110 13,0 3,48 29%
99% 120 15,7 4,61 22%
130 18,5 5,87 17%
140 | 21,2 7,26 14%
150 | 24,0 8,79 1%

160 10,9 4,26 23%

170 12,0 4,99 20%

70 1,9 0,33 305%
80 4,7 0,91 109%
90 7.4 1,63 61%
100 | 10,2 2,49 40%

160 | 26,8 10,46 10%
170 | 29,5 12,25 8%

%B % GLU INS | HOMA | %S

%B % GLU | INS | HOMA %S

70 1.3 0,22 449%

80 3,2 0,63 160%

70 2,9 0,49 202%
80 7.0 1,38 73%

90 5.1 1,12 89% 920 11,2 2,47 41%
100 7,0 1,71 58% 100 15,4 3,76 27%
68% 110 8,9 2,39 42% 110 19,5 5,26 19%
120 10,8 3,17 32% 99% 120 23,7 6,95 14%
130 12,7 4,04 25% 130 27,9 8,86 11%
140 14,6 5,00 20% 140 32,0 10,96 9%
150 16,5 6,05 17% 150 36,2 13,27 8%
160 18,4 7,20 14% 160 40,4 15,79 6%
170 20,3 8,44 12% 170 44,5 18,50 5%
Discusién extremadamente delgados. El uso del percentilo

Los valores de corte obtenidos se calcularon en
base al percentilo correspondiente (perc. 75 como
corte superior en HOMA-IR y HOMAZ2-IR, perc.25
como corte inferior en HOMA-%S, HOMA2-%S,
HOMA-%B y HOMA2-%B, de una poblacién con
BMI<30kg/m?. Si bien este dato antropométrico
“a priori” pareceria elevado, hemos seguido el
criterio de G. Reaven con la intenciéon de tener
datos aplicables a la poblaciéon en un todo y que
no estuvieran sesgados por seleccionar individuos

75 (o del 25) en una poblaciéon de BMI<30kg/m?
nos permite excluir del conjunto de la estadisti-
ca a aquellos individuos con valores encubiertos
extremos (por ej. BMI<18kg/m?), mientras que se
incluye a muchos que tienen caracteristicas cerca-
nas a la media poblacional. De haberse aplicado la
seleccion a aquellos individuos con un BMI<25kg/
m?, el sesgo en los valores de corte habria sido en
direccion opuesta a la que imprimen los actuales
habitos alimentarios masivos (que obviamente, no
son los 6ptimos, pero si los reales).
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Curvas de isoindices de IR

Sin embargo, la sola adopciéon de un valor de
corte para HOMA-IR (u HOMA2-IR) no es suficien-
te para que el médico obtenga del resultado de un
andlisis un panorama del status tisular y f-celular
del paciente. Si consideramos que multiples com-
binaciones de valores de glucosa e insulina pue-
den conducir a un mismo resultado de HOMA-IR,
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podemos estudiar la distribucion de los puntos de
combinaciones que corresponderian a ese mismo
dato (HOMA kte, o iso-HOMA-IR) o, con el pro-
grama, a un mismo HOMA2-IR (HOMA?2 kte, 6 iso-
HOMAZ2-IR). (Figuras 1y 2). Véase el amplio rango
de glucemias e insulinemias que pueden confluir
en un mismo valor de HOMA-IR (u HOMA2-IR).

HOMA kte: Ins vs. Glu
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Figura 1: HOMA-IR kte: curva insulina vs. glucosa no lineal
HOMAZ2 kte: Ins vs. Glu
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Figura 2: HOMAZ2-IR kte: curva insulina vs. glucosa lineal
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Hay una concepcion matemdtica un poco di-
ferente entre ambos modelos pero, igualmente, el
comportamiento en HOMA férmula y en HOMA
programa es similar en cuanto a que, a constancia
del indice de IR, el aumento de glucemia implica
una disminucién de insulina (justamente de dicha
claudicacion B-celular proviene la hiperglucemia).

RAEM e 2008
Vol 45 e No. 1

Debe recordarse que el HOMA-IR es una medi-
da de insulinorresistencia, el HOMA-%S es de insu-
linosensibilidad y el HOMA-%B es de B-secrecion.
El indice HOMA-IR da una medida de IR (o sea
la inversa de la insulinosensibilidad): con un au-
mento de glucemia, si el HOMA-IR es constante,
el %S también lo es, pero hay reduccion de la
B-secrecion. (Fig. 3).

HOMA kte: % Sy % B
6,0

[—=—% S —a—% B|

5,0 4

4,0

3,0 A

2,0 -

1,0 4

0,0

GLU

Figura 3 - HOMA-IR kte: %Sy %B

Podemos analizar como serian, con diversos
valores de HOMA constantes, las curvas de Insu-
lina vs. Glucemia y lo mismo con diversos valores
constantes de %B, (Figuras 4 y 5).

La Fig. 4 muestra que para cada valor de glu-
cemia, un aumento de HOMA-IR implica mayor
insulinemia.

Luego calculamos los datos de insulina vs. glu-
cemia con varias combinaciones que confluyen en
un mismo resultado de %B, y se hizo esto para 4
valores distintos de %B, obteniéndose 4 rectas en
cada una de las cuales el %B es constante.

Si %B es constante, entonces en cada recta de
is0-%B un aumento de Glu conlleva aumento de

insulina (para compensar la isosecrecion), el cual
es lineal. Observando verticalmente, para cada
dato de glucemia, el aumento de %B implica au-
mento de insulinemia (Figura 5).

Es interesante marcar en una misma grafica de
insulina vs. glucemia los datos de varios HOMA-
IR constantes y de varios %B también constantes.
Con la grifica unificada de las figuras 4 y 5 (Fig.6)
podemos ver las multiples combinaciones posi-
bles, pero es necesario saber como interpretarlas.
En la Fig. 6 la curva gruesa con circulos (flecha
izq.) corresponde al HOMA-IR de 2.64, valor de
corte en nuestro trabajo; valores de HOMA por
sobre el mismo en la grafica implican IR. La recta
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curvas de iso-HOMA-IR
—8 HO0B1 —o—H1,72 =O==H264 —a—H411 —m— H5,99

Glu

Figura 4: Grafica insulina vs. glucosa con varios iso-HOMA (la 3¢ curva, con circulos, corresponde al valor de corte)

INS con %B kte | —a— 40% —0—68% —*— 99% —&— 150%
50

INS
45 4

40 4
35 4
30 A
25
20 4
15 4
10 4

Figura 5: Graficas de insulina vs. glucemia con 4 datos de %B, siendo el de 68% (cuadrados) el v. corte inferior
hallado con HOMA férmula.
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gruesa, con cuadrados (flecha der.) marca el %B
de corte inferior en nuestra estadistica (68%). Va-
lores por debajo de dicha recta indican déficit en
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la B-secrecion; por encima, van desde normalidad
hasta sobreproduccion insulinica.

—H 061

%B y HOMA

—H172 =Om=H264 —a—H411 H5 89
—&— B 40% ==D==BG5E% —e—B99% —a—B150%

INS
30 -

25

20

'GLU

Figura 6: Graficas insulina vs. glucemia con curvas de iso-HOMA-IR e iso-%B. La curva de HOMA-IR en el v. de corte
superior (2,64) esta engrosada (flecha izquierda), al igual que la recta del iso-%B en su v. de corte inferior (68%),

(flecha derecha).

Si deseamos marcar un rango de “normalidad”
para cada curva o recta, que contenga en uno de
sus limites a los correspondientes valores de cor-
te, obtendremos la fig.7, en la que dicho rango
(grisado) intenta abarcar los datos ubicados entre
el respectivo v. de corte y el extremo inferior o su-
perior del intervalo de confianza de dicha medida.
Dichos rangos se extienden por debajo del v. corte
superior del HOMA-IR y por encima del v. corte
inferior del %B .

Con los grisados de rangos de “normalidad”
respecto de la medida, y de la interpretacion de la
normalidad de insulinosensibilidad y de %B, nos
quedan delimitados 4 sectores, con significados
distintos. Incluso, obsérvese que la exigua zona de
yuxtaposicion (figura 8) de las 2 zonas o sectores
de incertidumbre es “lo mas cercano a lo normal”.

En la elaboracion de la grafica hemos marcado 3
subsectores (2a, 2b, 2¢) del sector 2, y cuatro del
sector 4 (4a, 4b, 4c, 4d), a efectos de intentar una
mas clara descripcion.

Se puede conjeturar qué implica la ubicacién
de los datos de un individuo en cada uno de estos
sectores:

Sector 1- HOMA-IR 1, %B 1

El paciente tiene elevada IR con hipersecrecion
compensatoria indicando que su capacidad de
[B-secrecion esta conservada.

Sector 2- HOMA-IR 1, %B |
Hay IR con hiperglucemia debida a claudicacion
progresiva de la célula beta segiin su ubicacién en
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%B y HOMA ——HOB1 —8—H172 =O=H284 —A—H&1 —= H5%9
20 —A—B0% =O=p68% —e—B93% —A—B150%

INS

0 —_——

Figura 7: La misma grafica de la fig.6, con el agregado de los rangos probables de incertidumbre

%B y HOMA ——HO061 —4—H172 =O0=H264 —k—H411 H5.9
m—t=—g 0% ==O==ges% —+—B99% —h—B150%

INS
30

25 4

15 {--€
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Figura 8: La misma grafica, con rangos probables de incertidumbre y la demarcacién de 4 zonas de patologia
probable. El sector 2 se desdoblé en los subsectores (2a, 2b, 2c) para una mejor interpretacion. El sector 4 se desdoblé
en (4a, 4b, 4c, 4d).
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la grafica; disminuye la B-secrecion segin se pasa
de 2a)—(2b)—(20).

Sector 3- HOMA-IR normal, %B 1
Normoglucemia, pero con insulinosecrecion
mayor de la necesaria; puede ser un inicio de IR;
para ver la causa, seria aconsejable evaluar al pa-
ciente periddicamente y a lo largo de los afios.

Sector 4- HOMA-IR normal, %B bajo

El HOMA-IR es “normal” pero ello obedece a
un %B menor al necesario para mantener la euglu-
cemia, o sea que hay déficit B -secretor, y por ende
hiperglucemia.

También aqui se podrian marcar subzonas
(4a) —=(4b) —(40), de acuerdo al grado de hiper-
glucemia y a la reserva insulinica decreciente del
paciente.

En los sectores 2 vy 4 en realidad no nos intere-
sa tanto el HOMA-IR como evaluar el %B.

Sub-Sector 4d- HOMA-IR bajo o muy bajo, normo-
glucemia, Insulinemia baja
Este paciente podria ser un caso de:
a) marcada hipersensibilidad a la insulina o
b) comienzo de la claudicacion de la f-secrecion,
que no llega a traducirse en hiperglucemia de-

bido a que la IS es ain muy buena.

Dada la pulsatilidad de la secrecion pancreati-
ca, este dato tal vez deba ser verificado con nueva
muestra. De confirmarse el mismo, el médico po-
dria determinar un curso de accion que involu-
cre un seguimiento periédico para descartar que
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estos valores sean un indicador muy precoz de
insuficiencia B-pancreatica. Este tipo de pacientes,
pensamos, deberia ser estudiado anualmente a lo
largo de un periodo de 5 a 10 afios para observar
su evolucion.

En relacion a los individuos de nuestro grupo
normal o control, se confeccioné la tabla 3, en la
cual se observa que hasta un 35% de los presun-
tamente normales tienen HOMA-%B reducido. So-
bre ellos cabria también evaluar su evolucion

Cabe recordar que la construccién de todas es-
tas graficas sélo seria vilida para el método de in-
sulinemia empleado por cada laboratorio vy, si fue-
ra posible, deberia efectuarse una estadistica para
obtener los valores de corte para dicha poblacion,
datos que se recomienda sean consignados en los
respectivos informes.

Conclusiones

Un completo informe de un estudio de insu-
linorresistencia en condicién estatica con gluce-
mia e insulinemia basales, si se emplea el criterio
HOMA-férmula deberia incluir, como minimo, los
siguientes items:

1. Glucemia, con su método, unidades y valores
de referencia (opcionalmente, los datos tradi-
cionales o la mencioén a los criterios nuevos de
la IDF, la ADA o la SAD).

Tabla 3: Pacientes del grupo normal de nuestra base de datos que presentaron %B disminuido. Aquellos con
HOMA>2.64 corresponden al grupo que quedé por encima del percentilo 75 al elaborar la estadistica.

2:3::;3: normal Totales HOMA<1.5 HOMA1,51-2,64 HOMA>2,64
n normales 9% 50 43 3
n hipo-%B 34 27 7 0
% hipo-%B 35% 28% 7% 0%
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2. Insulinemia, en la que indefectiblemente debe
indicarse el método empleado y si fuera posi-
ble el instrumento; seria deseable el dato de
valor de corte para la poblacion y el criterio
empleado para obtenerlo.

3. HOMA-IR, con su correspondiente valor de
corte superior para la poblacion y el crite-
rio empleado para obtenerlo. Si el HOMA-IR
es normal pero se presume insulinorresisten-
cia, puede justificarse la solicitud de glucemia
e insulinemia 120 minutos postsobrecarga, lo
cual ademas de permitir evaluar la intoleran-
cia a glucosa, puede agregar informacion sobre
IR dindmica en un porcentaje significativo de
aquellos pacientes que presentan indices nor-
males en condicién estatica. Es importante re-
cordar que el HOMA-IR es ttil sobre todo para
evaluar la IR en normoglucemia.

4. HOMA-%S (HOMA-% de Sensibilidad), con su
correspondiente valor de corte inferior para la
poblacién y el criterio empleado para obtener-
lo. Este dato, al ser inverso al HOMA-IR, puede
obviarse, seguin el criterio médico para la inter-
pretacion de los datos.

5. HOMA-%B (HOMA-% de B-Secrecién), con su co-
rrespondiente valor de corte inferior para la po-
blacién y el criterio empleado para obtenertlo.

Opcionalmente, se puede informar la posicion
de los datos del paciente dentro de una grafica de
insulina vs. glucemia con las lineas de iso-HOMA
e iso-%B.

Todos los datos antes mencionados deberian
poder ser usados en el monitoreo de respuesta del
paciente al tratamiento, pero se recomienda que la
metodologia de dosaje de insulina se mantenga a
lo largo del mismo.

En caso de solicitarse, ademas de los datos ba-
sales, el TTOG sin dosajes de insulina postsobre-
carga, es fundamental atender a los datos de:

a) Glucemia a 60 minutos, dato no obligatorio
pero util para el diagnéstico de diabetes si re-
sulta >200mg/dL

b) Glucemia a 120 minutos, para conocer su into-
lerancia a la glucosa (140-199 mg/dL) o diabe-
tes (2 200 mg/dL).
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Si ademas del TTOG se solicitaren valores de
insulinemia a 60 y/o 120 minutos postsobrecarga
(medidas de insulinorresistencia en condicion di-
namica), deberia informarselos con su correspon-
diente valor de corte superior para la poblaciéon
y el criterio empleado para obtenerlo. Ademas,
seria util calcular el indice ISL, ,,, con su corres-
pondiente valor de corte inferior y el criterio para
obtenerlo, u otro indice que el laboratorio tenga
adecuadamente estandarizado a tal fin.

Si ademds de ello se solicitare insulinemia a
30 minutos postsobrecarga para evaluar la 1* fase
de la insulinosecrecion, convendria informarla con
su correspondiente valor de corte inferior para la
poblacion y el criterio empleado para obtenerlo
(dato de escaso valor considerado aisladamen-
te), v seria ttil conocer el Indice Alnsulina 500/
AGlucemia , , con su correspondiente valor de
corte inferior para la poblaciéon y el criterio em-
pleado para obtenerlo.

En el caso de nuestro laboratorio, estos dos ul-
timos marcadores no se informan debido a que
aun no se dispone de un 7 suficiente para la eva-
luacion estadistica. No se han hallado datos al res-
pecto en la literatura disponible.
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Resumen

El APS es la asociacion de enfermedades endocrinas autoinmunes, con otros desérdenes autoinmunes
no endocrinos, denominados componentes mayores y menores. Este sindrome se clasificé en 4 tipos. Las
alteraciones de la respuesta inmune provocan fallas regulatorias de la misma; y polimorfismos de HLA,
entre otros, sumado a factores adquiridos o permanentes, representan gatillos disparadores de la autoin-
munidad.

Nuestro objetivo fue buscar la asociacion de HLA-DRB1*-DQB1* en individuos pertenecientes a dos
familias, con diagnostico en uno o mas de ellos de APS, o con enfermedades autoinmunes aisladas. Deter-
minar los anticuerpos séricos: a21-OH, aGAD y aTPO y observar la asociacién con el haplotipo HLA. Estu-
diamos padres e hijos de dos familias, dos integrantes padecian APS tipo 2 y 3; y otros con enfermedades
autoinmunes. Buscamos HLA-DRB1*-DQB1* y cuantificamos a21-OH, aTPO y aGAD.

Los pacientes con APS 2y 3 presentaron el HLA-DRB1*0301-DQB1*0201. De los individuos estudiados,
5/9 tenian este haplotipo HLA y al menos un autoanticuerpo positivo. Hallamos el factor genético en 2/3 de
los integrantes con enfermedades autoinmunes correspondientes a componentes mayores. La relacion ob-
servada, entre APS y HLA-DRB1*0301-DQB1*0201, aumenta la posibilidad de identificar personas en riesgo
de contraer afecciones autoinmunes en grupos familiares, en los cuales algin integrante padece APS.

Laboratorio: Av. Combatientes de Malvinas 3150 II Cuerpo ler Piso. Ciudad Auténoma Bs. As. 1427.
Correspondencia a te: 4514-8701 int. 163. y/o e-mail: drimoldi@lanari.fmed.uba.ar / sbotta@intramed.net
Palabras clave: HLA DRB1-DQBI1, autoanticuerpos, APS.

Keywords: HLA DRB1-DQBI, auto antibodies, APS.
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Abstract

The APS is the association of autoimmune endocrine diseases, with other non-endocrine autoimmune
disorders, named mayor and minor components. This syndrome was classified in 4 types. The alterations of
the immune response cause regulatory faults; and HLA polymorphisms, among others; taken in conjunction
with acquired or permanent factors, these represent triggers of autoimmunity.

Our objective was to find out the association of HLA-DRB1*-DQB1* in individuals belonging to two
families, with diagnosis in at least one of them APS, or with isolated autoimmune diseases. To determine
serum antibodies: a21-OH, aGAD and aTPO and to observe the association with HLA haplotype. We have
studied parents and offspring of two families, two members who suffered APS type 2 and 3, and others with
autoimmune diseases. We have looked for HLA-DRB1*-DQB1* and quantified a21-OH, aTPO and aGAD.

Patients with APS 2 and 3 showed HLA-DRB1*0301-DQB1*0201. Among the population we have studied,
5/9 had this HLA haplotype and at least one positive auto antibody. We have found the genetic factor in 2/3
of the members with autoimmune diseases corresponding to greater components.

The observed relation between APS and HLA-DRB1*0301-DQB1*0201, increases the possibility of iden-
tifying people at risk of catching autoimmune affections in familiar groups in which at least one member

suffers APS.

Introduccién

El sindrome poliendocrino autoinmune (APS)
es la asociacion de enfermedades endocrinas au-
toinmunes, con otros desérdenes autoinmunes no
endocrinos.

Las enfermedades autoinmunes consideradas
como componentes mayores del APS son: hipo-
paratiroidismo, adrenalitis, enfermedad tiroidea,
diabetes y candidiasis crénica. Los componentes
menores pueden ser endocrinos: ooforitis autoin-
mune, hipofisitis o no endocrinos: vitiligo, alope-
cia universal, hepatitis crénica autoinmune, cirrosis
biliar primaria, miastenia gravis, lupus eritematoso
sistémico, anemia perniciosa, enfermedad celiaca,
sindrome de Sjogren y otros.

Estos ultimos pueden preceder, aparecer simul-
tineamente o hacerlo muchos afios después ( has-
ta 10) de los componentes mayores

Las diferentes formas de evolucion, las deter-
minaciones de anticuerpos y la clinica resultan re-
levantes para la clasificacion del APS; donde cada
uno de los componentes se pueden observar tem-
poralmente en diversas secuencias.

En el ano 1980, Neufeld y Blizzard, organiza-
ron y clasificaron este sindrome en cuatro tipos .
APS tipol es la asociacion de candidiasis crénica,
hipoparatiroidismo y adrenalitis autoinmune como
componentes mayores.

El APS tipo 2 se caracteriza por la presencia de
enfermedades autoinmunes: adrenalitis (AA), Has-
himoto o Graves Basedow y/o diabetes insulino
dependiente (DBT), como componentes mayores
del sindrome. El APS tipo 3 asocia enfermedad
tiroidea autoinmune y otras autoinmunes como
diabetes, excluyendo adrenalitis e hipoparatiroi-
dismo. El tipo 4 con adrenalitis sumado a una o
mas afecciones autoinmunes que excluyan a los
componentes mayores del tipo 1 y 2. La presencia
de anticuerpos dirigidos contra: peroxidasa tiroi-
dea (aTPO), receptor de TSH (Trab), 21-hidroxilasa
adrenal (a21-OH) y acido glutamico decarboxilasa
de la célula B pancreitica (aGAD); reflejan el com-
promiso de 6rgano blanco en estas entidades ¢

Desde el punto de vista clinico, el APS pue-
de ser completo o incompleto; siendo este ulti-
mo subclinico o latente. El latente presenta sélo
el autoanticuerpo, sin alteraciones en las pruebas
funcionales endocrinas.

El APS es una enfermedad compleja y multifac-
torial. Entre los factores se encuentran los adqui-
ridos, que pueden ser transitorios (tabaquismo) o
permanentes (autoanticuerpos). Existen también,
factores genéticos que en forma asociada contri-
buyen en la autoinmunidad, entre ellos, polimor-
fismos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH), el receptor de activacion de la segunda se-
nal inmunoloégica Cytotoxic T Lymphocyte-associa-
ted antigen-4 (CTLA-4 + 49G) y del transductor de
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senal Intracelular Tyrosyne phosphatase (PTPN22
620 W), entre otros®7”

La asociacion con genes del complejo mayor
de histocompatibilidad (HLA), podria contribuir al
diagnéstico y/o prondstico del APS®1¥, Esta aso-
ciacion permite la identificacion de individuos,
considerados como de alto riesgo a contraer algin
tipo de enfermedad autoinmune dentro de un gru-
po familiar+19,

Las enfermedades autoinmunes resultan en
parte, de la pérdida de tolerancia inmunolégica,
a partir de un determinante genético dado, por
mutaciones especificas o por alteraciones relacio-
nadas al HLA, en el que distintos fenotipos del
mismo estarian involucrados.

Sumado a las alteraciones genéticas, agentes
externos (infecciones virales, drogas, productos
alimenticios y otros) pueden desencadenar res-
puestas autoinmunes. Entre las hipotesis propues-
tas, la teoria mas aceptada para explicar el APS es
un defecto en la actividad de los linfocitos T. Las
citoquinas liberadas por T helpers activos, inducen
la activacion de linfocitos citotoxicos (Thl) y B
(Th2). Se ha sugerido que el desarrollo de auto-
inmunidad multiple, estaria relacionado con uno
0 mas epitopes compartidos entre un agente ex-
terno y un antigeno comun presente en distintos
tejidos endocrinos 47,

Ademais, asociado o en forma separada, pue-
den existir alteraciones en la activaciéon de la
respuesta inmune, ya sea por, deficiencias en la
inhibicion de la misma (CTLA-4); hiper-respuesta
(CD28, CD154,ICOS, etc.) o por fallas regulatorias,
a través de los transductores de sefnales (PTPN22)
y/o en menor medida por deficiencia en las molé-
culas de adhesion (ICAM,VCAM, etc).
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El factor de riesgo genético mas conocido es el
CMH, y los polimorfismos del HLA- DRB1* DQA1*
y DQB1*, estin asociados con enfermedades au-
toinmunes y en particular al APS, de acuerdo al
grupo étnico que se estudie. La presencia de di-
chos marcadores aumentaria el riesgo de desarro-
llar enfermedades autoinmunes que componen el
APS (822

Objetivos

Buscar la posible asociacion de los diferentes
marcadores moleculares (HLA- DRB1*-DQB1%) en
individuos pertenecientes a dos grupos familia-
res, con diagnoéstico en uno o mas de ellos de
APS, o con enfermedades autoinmunes aisladas
que correspondan a componentes mayores de di-
cho sindrome. Determinar los anticuerpos séricos:
a21-OH, aGAD y aTPO y hallar asociacion con los
marcadores moleculares mencionados.

Sujetos

Familias: O y L compuestas por dos generacio-
nes, padre y madre con (tres hijos: 2 mujeres y un
varén ) y (dos hijos: 1 mujer y un varén) respec-
tivamente. Ambas familias presentan al menos un
integrante con APS y enfermedades autoinmunes
endocrinas asociadas.

Métodos

Se realiz6 una extraccion de 10 ml de sangre
por puncién venosa en pliegue del codo con 8 ho-

Tabla |
Familia O Edad a210H a GAD | aTPO Clinica HLA-DRB1* HLA-DQB1*
Madre 54 0 34 & <10 bocio 0701-1101 0301-0312
Padre ° 57 13 1.3 & | >1000 AA Hashimoto 0301-1501 0201-0601
Hija 24 0.5 0.3 > 1000 Graves # 0301-1101 0201-0301
Hijo 30 0.5 0.6 > 1000 Graves ## 0301-1101 0201-0301
Hija 27 0.5 0.3 <10 sana 1501-1101 0601-0301
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ras de ayuno previo. Las muestras séricas fueron
congeladas hasta su procesamiento y se recolectd
también, un tubo con EDTA como anticoagulan-
te. Este fue destinado para extraccion de ADN, a
través de leucocitos que se ubican en la interfase
(plasma-rojos) después de una centrifugacion de
10 minutos a 2.500 rpm.

Extraccién de ADN: método salino con protein-
kinasa, para genotipificacion de los polimorfismos
genéticos del HLA clase II-DRB1* y DQB1* por la
técnica de PCR-SSOP reversa (Innogenetics-Innoli-
pa), de mediana resolucion.

El procedimiento de tipificacién es similar para
los dos genes y se divide en dos grandes pasos:

1- Amplificacion

2- Hibridizacion colorimétrica

1- Se amplifica por separado el segundo exén
del locus DRB1*, el segundo y tercer exén del
DQB1*, por medio de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) con cebadores biotinilados dise-
fados para abarcar la zona polimérfica. Se utiliza
ademas, DNTP, Buffer, Mg** y taq polimerasa (2U/
ul) que conjuntamente con el DNA extraido, son
necesarios para la reaccion, obteniendo un volu-
men final de trabajo de 25 ul.

Se coloca un tubo por paciente y por gen en
el termociclador ( PTC-100 MJ Research) en un
programa de ciclado que consta de los siguientes

pasos:
a. Desnaturalizacion 95°C 5 min.
b. Desnaturalizacion 95°C 1 min.
¢. Pegado o anillado 58°C 1 min.
d. Extension 72°C 1 min.
e. Extension 72°C 1 min.

Los pasos b al d se repiten 35 ciclos.

Antes de de la hibridizacién, se extrae 5 ul del
volumen amplificado, para comprobar la presen-
cia del producto especifico. Se corrobora a través
de 1 banda de: 280 pb para el DRB1, 250 pb del
exon 3y 261 pb del ex6n 2 para el DQBI1 de lon-
gitud. Esto es corrido en gel de agarosa al 2% con
bromuro de etidio (10mg/mD. Se visualiza en UV
transiluminador .

2- El producto amplificado biotinilizado, se des-
naturaliza quimicamente (separacion de hebras) y
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se lo hibridiza en tiras de nitrocelulosa que contiene
sondas de oligonucledtidos especificos inmoviliza-
dos, complementarias a todos los polimorfismos
conocidos al momento de la tipificacion (37 son-
das para DRB1 y 36 sondas para DQB1). Cada tira
posee dos bandas de control interno (control de
hibridizacion y conjugacién).

Una vez terminado el proceso, la interpretacion
de resultados para determinar las combinaciones
posibles de alelos se realiza a través de tablas (ma-
nual) y software, provisto por la empresa que co-
mercializa los equipos (Tecnolab SA).

Para el dosaje de a21-OH y aGAD séricos se
utilizaron inmunoensayos isotépicos de R S R Li-
mited, adquiridos a través del distribuidor Diagnos
Med y procesados en el Laboratorio de Endocri-
nologia Clinica del Instituto Lanari .

Para cuantificar los anticuerpos a21-OH séricos
se utilizé un inmunoensayo no competitivo respe-
tando estrictamente las instrucciones del fabrican-
te. El procedimiento se basa en una incubacién
de 18 horas a 4 °C, de las muestras séricas, con-
troles y calibradores con la enzima 21 hidroxilasa
recombinante humana marcada con 125 Todo (tra-
zador). Luego separamos el complejo antigeno-
anticuerpo formado, mediante precipitacion con
proteina A incubando a 4° C 1 hora; y adicionando
buffer frio centrifugamos a 1700 rpm, 30 minutos
a 4° C. Aspiramos el sobrenadante, el precipitado
radioactivo fue leido y los datos procesados en un
contador gamma automatico COBRA I (Packard).
Valor de referencia hasta 1 U/ml. Sensibilidad ana-
litica: 0.03 U/ml.

Para cuantificar los anticuerpos aGAD séricos se
utiliz6 un inmunoensayo no competitivo respetan-
do estrictamente las instrucciones del fabricante. El
procedimiento se basa en una incubacion de 2 ho-
ras a temperatura ambiente de las muestras séricas,
controles y calibradores con la enzima acido gluta-
mico decarboxilasa (GADG65) recombinante huma-
na marcada con 125 Iodo (trazador). Luego sepa-
ramos el complejo antigeno-anticuerpo formado,
mediante precipitacion con proteina A incubando
a temperatura ambiente 1 hora; y adicionando
buffer frio centrifugamos a 1700rpm, 30 minutos
a 4° C. Aspiramos el sobrenadante el precipitado
radioactivo fue leido y los datos procesados en un
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contador gamma automatico COBRA 1I (Packard).
Valor de referencia hasta 1 U/ml. Sensibilidad ana-
litica: 0.02 U/ml.

Para aTPO se utilizd6 un inmunoensayo con IM-
MULITE 1000 del Laboratorio de Endocrinologia
Clinica, método quimioluminiscente de Diagnostic
Products Corporation (actualmente Siemens); sien-
do nuestros valores de referencia hasta 15 IU/ml.

Consideramos individuos sanos, a los integran-
tes de las familias sin anticuerpos séricos ni clinica
correspondiente a los componentes del sindrome
investigado.

El protocolo de estudio fue aprobado por el
Comité de Docencia e Investigacion del Instituto
Lanari. Todos lo sujetos estudiados fueron infor-
mados y firmaron el consentimiento.

Resultados

Familia O: padre APS tipo 2 completo; hija e hijo
portadores del haplotipo DRB1* 0301-DQB1*0201
con enfermedad de Graves. Madre con aGad posi-
tivo, como marcador bioquimico aislado de DBT,
que al momento no corresponde a un APS ni po-
see el haplotipo hallado. Familia L: hija APS tipo 3
completo; comparte el haplotipo estudiado con el
padre que presenta autoinmunidad tiroidea. Ma-
dre APS tipo 3 incompleto en relacion a la DBT.
Tabla 1y II

Los portadores de los haplotipos investigados
presentaron diversas expresiones clinicas al mo-
mento de la investigacion. Los dos pacientes APS
2y 3 tienen el HLA DRB1* 0301-DQB1*0201. Los 5
sujetos con dicho haplotipo hallado se relacionan
al menos con la presencia de un autoanticuerpo
positivo. De los individuos que presentan enfer-
medades autoinmunes correspondientes a compo-
nentes mayores del APS, 2/3 tienen el factor gené-
tico asociado.

Discusion
Nuestros pacientes con APS estudiados son por-

tadores del haplotipo HLA DRB1*0301-DQB1*0201.
Hallamos una relacion del factor genético con dia-
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betes, adrenalitis, Graves o Hashimoto, que incre-
menta el riesgo de adquirir dichas patologias en
individuos portadores de estos polimorfismos.

La relacion observada, entre APS y HLA, au-
menta la posibilidad de identificar personas en
riesgo de contraer afecciones autoinmunes en
grupos familiares, en los cuales alglin integrante
padece APS. La deteccidon temprana nos permiti-
ria, ademas, una intervencién precoz reduciendo
la morbilidad crénica de estas enfermedades.

Si se manifiesta clinicamente so6lo una enferme-
dad endocrina autoinmune, asociada a la presencia
de otros autoanticuerpos, podria representar el co-
mienzo de APS con expresion latente o subclinica
de las distintas enfermedades que lo componen.
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Resumen

La hormona de crecimiento humana (hGH) circula parcialmente unida a su proteina de transporte de
alta afinidad (GHBP) la cual resulta del clivaje proteolitico del dominio extracelular del receptor de GH.
Recientemente la enzima TACE se identificé como la metaloproteasa responsable del clivaje y liberacion de
GHRBP a circulacion. Aunque atn se desconoce la funcion especifica de esta proteina de transporte, distin-
tos trabajos en la literatura demuestran efectos que potencian y efectos inhibitorios sobre la acciéon de GH.
Por otro lado, existen evidencias que demuestran una fuerte relacion entre la GHBP y el nivel de receptor
de GH en el higado en situaciones fisiologicas y patolégicas. Esto permitié proponer a la determinacion de
GHBP en suero como un marcador periférico de la abundancia del receptor de GH en los tejidos. La de-
terminacion de la concentracion de GHBP seria de especial interés para evaluar pacientes con diagndstico
probable de insensibilidad a la accion de GH y orientar el posterior estudio de anormalidades en el gen
del receptor de GH. En la presente revision, también se abordan dificultades metodoldgicas relacionadas
a la medicion de GHBP sérica.
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Abstract

Human circulating growth hormone (GH) is partly bound to a high-affinity binding protein (GHBP)
which is derived from proteolytical cleavage of the extracellular domain of the GH receptor. Recently, the
metalloproteinase TACE has been identified as an important enzyme responsive for inducing GHBP shed-
ding. Although the specific function of GHBP is not fully known, both enhancing and inhibitory roles of this
binding protein on GH action have been proposed. Many reports have demonstrated a close relationship
between GHBP and the liver GH receptor status in physiological conditions and diseases. Moreover, serum
GHBP measurement has been proposed as an useful peripheral index of the GH receptor abundance. Re-
lated to the latter, circulating GHBP concentration would be of special interest for the evaluation of GH
insensitivity due to GH receptor gene abnormalities. In addition, the present review also focus on method-

ological problems concerning serum GHBP measurement.

Introduccién

El receptor de la hGH (RGH) constituye un re-
gulador critico del crecimiento de la vida posna-
tal y del metabolismo. En humanos, el RGH esta
constituido por un dominio extracelular (DEC), un
dominio transmembrana (DTM) y un dominio in-
tracelular (DIC) asociado a moléculas con activi-
dad tirosina quinasa (JAK2). En los ultimos afos,
el clonado del RGH, su asociacion a JAK2 y el
descubrimiento de las moléculas activadoras de la
transcripcion (Stat) han sido hallazgos clave para
el entendimiento del mecanismo de accién de la
hGH. Por otro lado, recientemente fue identificada
la enzima TACE que produce el clivaje proteolitico
del ectodominio del RGH y genera la proteina de
transporte de GH en circulacion (GHBP). El sin-
drome de Laron es una enfermedad autosémica
recesiva de penetrancia completa que ocurre por
defectos moleculares en el RGH y que resulta en la
resistencia a la accion de la GH. Pacientes con esta
patologia se caracterizan por presentar niveles ele-
vados de GH, niveles del factor de crecimiento in-
sulino simil (IGF-D) disminuidos o no detectables y
falta de respuesta al test de generacion de IGF-I. La
mayoria de las mutaciones descriptas del RGH en
el Sindrome de Laron afectan el DEC del receptor y
generalmente, la ausencia o marcada disminucion
de los niveles de GHBP en suero hacen pensar este
sindrome. Actualmente, se sabe que pacientes con

concentraciones de GHBP dosables y sospecha de
resistencia a la acciéon de GH podrian presentar
mutaciones a nivel de los DIC y DTM, o bien en
algunos de los componentes involucrados en el
mecanismo de transduccion de sefal.

El presente informe constituye una actualiza-
cioén sobre el RGH y sus formas polimérficas mas
frecuentes, el mecanismo de accién de la hGH y
la proteina de transporte GHBP. Ademas, propone
la determinaciéon de GHBP en suero como una
herramienta 1til en el estudio molecular posterior
del RGH en pacientes con deficiencias no clasicas
de GH y sospecha de resistencia a la GH.

Receptor de hormona de crecimiento humana

La hormona de crecimiento humana (hGH), al
igual que la prolactina (PRL), son hormonas se-
cretadas por la adenohipdfisis, que se encuentran
estructural y funcionalmente relacionadas con una
gran variedad de factores de crecimiento, como las
interleuquinas y citoquinas. Debido a la semejanza
entre los receptores y mecanismos de transduc-
cion de senal de estas hormonas y factores, sus re-
ceptores fueron agrupados bajo la denominacion
comun de: “Superfamilia de receptores de citoquii-
nas”. Estos receptores tienen la particularidad de
estar anclados a la membrana celular, exponiendo
un dominio extracelular de unién a su ligando es-
pecifico. A su vez, existe un subgrupo de estos
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receptores, entre los que se encuentran el receptor
de hormona de crecimiento (RGH), el receptor de
eritropoyetina, el receptor de PRL, y otros, que,
por su alta similitud estructural y funcional, se de-
nominan: “Receptores Clase I de citoquinas” 4.

El gen de RGH humana estd ubicado en el brazo
corto del cromosoma 5 (region pl3.1-p12) ©@. la
caracterizacion del RGH evidenci6 9 exones codifi-
cantes, numerados del 2-10. El exén 2 codifica para
el péptido sefial, los exones 3-7 al dominio extra-
celular (DEC), el ex6n 8 al dominio transmembra-
na (DTM) y el 9-10 al dominio intracitoplasmatico
(DIO). En la actualidad se han descripto mis de
50 mutaciones en el gen del RGH, constituyendo
el DEC del mismo la region en las que se han co-
municado la mayor parte de las alteraciones“”. La
molécula de RGH estd constituida por 638 aminoa-
cidos, que incluye una secuencia de 18 residuos
que comienzan en metionina y un corte de 14 re-
siduos hidrofébicos, que indican que se trata de
un péptido de sefal. La forma madura del RGH
la componen 620 aminodcidos, con un peso mo-
lecular aproximado de 70 Kd previo al proceso de
glicosilacion. En su estructura se pueden diferenciar
tres dominios: un DIC de 350 aminodacidos, una
porcion transmembrana y un DEC de union a la
hormona de crecimiento de 246 aminodcidos, este
ultimo idéntico a la proteina ligadora de hormona
de crecimiento humana de alta afinidad (GHBP)
circulante en el plasma®”. Existen al menos tres
isoformas descriptas de la region codificante del
DIC del RGH: la forma mas abundante o completa
del DIC (full-length=f1), una forma idéntica al ante-
rior excepto por 26 pb que se pierden por splicing
alternativo en el exén 9, generando una isoforma
truncada del RGH (RGH-tr o RGH-(1-279)) que ca-
rece de un 97.5% del DIC, y finalmente una ter-
cera isoforma que Unicamente contiene 7 residuos
del DIC, producto de la pérdida total del exén 9
(RGH-(1-277))®10, Estas dos tltimas isoformas trun-
cadas del RGH inhiben la funcién de la forma com-
pleta del mismo in vitro®”. En cuanto a la region
codificante del mRNA del DEC del receptor, existen
dos isoformas: una que retiene al exén 3 (fl) dan-
do la forma completa del RGH o full-lenght, y una
que lo carece (d3)"V. Respecto del mecanismo de
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generacion de esta ultima, se cree que una dele-
cion gendmica de 2.7 pb que incluirian al exén 3y
no un splicing alternativo del mismo seria la forma
mas probable de generacion de esta isoforma“?,
De la heterogeneidad de ambas isoformas resultan
los genotipos homocigota para el fl, homocigo-
ta para el d3 y heterocigota fl/d3 para el RGH.
La frecuencia alélica estimada en la poblacion es
de 75% y 25% para los genotipos fl-RGH y d3-
RGH, respectivamente?'?, Se ha demostrado que
los nifios deficientes de GH, ninos con sindrome
de Turner y pequefios para su edad gestacional
portadores de la variante d3 del RGH presentan
una mejor respuesta al tratamiento con GH®17.
Sin embargo, existen trabajos contradictorios al
respecto®?® y mas adn, la capacidad diferencial
de respuesta al tratamiento con GH en relacion
al genotipo del exén 3 no es clara debido a que
ambas formas del DEC exponen iguales propieda-
des de afinidad por la GH®V. Por otro lado, existe
escasa informacion acerca de la posible asociacion
del genotipo del ex6n 3 y pardmetros bioquimicos
relacionados al crecimiento en sujetos normales.
Un estudio reciente de nuestro grupo de trabajo
muestra que los niveles de GHBP fueron estadis-
ticamente menores en nifios normales portadores
de 1 6 2 copias del alelo que tiene la delecion del
exon 3 del RGH comparados con los obtenidos
en ninos portadores de ambos alelos con la forma
completa del receptor®. Un impacto diferencial
del genotipo sobre la accion proteolitica de la en-
zima que interviene en el clivaje proteolitico del
RGH vy liberacion de GHBP al medio podria expli-
car este hallazgo™®.

Finalmente, otra caracteristica de los recepto-
res Clase I de Citoquinas es la presencia de sus
dominios extracelulares en circulacion. Estas for-
mas solubles de DEC cumplen funciones agonis-
tas o antagonistas. La forma soluble del DEC del
RGH constituye la proteina ligadora de hormona
de crecimiento humana de alta afinidad (GHBP).
En conjunto, los niveles de GH, el recambio o tur-
nover del RGH, la regulaciéon posreceptor y los
niveles de GHBP determinaran el efecto biologico
final de la hormona de crecimiento humana®*,
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Mecanismo de accién de la hormona
de crecimiento humana

El receptor de la hormona de crecimiento hu-
mana esta ampliamente distribuido en todo el or-
ganismo, aunque su expresion es particularmente
importante en el higado®, donde la GH estimula
genes relacionados al crecimiento lineal como el
factor de crecimiento insulino-simil tipo-I (IGF-D),
la proteina de transporte de IGF-I tipo 3 (IGFBP-3)
y de la subunidad 4cido labil (ALS), favoreciendo
la vida media del IGF-I en circulaciéon por la for-
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macion del complejo ternario IGF-I/IGFBP-3/ALS.
Ademdis de sus acciones promotoras del creci-
miento, la hormona de crecimiento ejerce funcio-
nes metabdlicas, es hiperglucemiante, anabdlica y
lipolitica. También tiene otros efectos de regulacion
sobre la funcion cardiaca e inmune, agilidad men-
tal y el proceso de envejecimiento®.

La GH actda uniéndose los receptores que se
encuentran bajo la forma de homodimeros en la
membrana de las células®” (Figura 1). El hallazgo
reciente de formacién constitutiva de la forma di-
mérica del RGH en la membrana celular desafi6 el

Membrana
Celular

Acciones
metabolicas .-~

&

Activacion de supresores de la sefal de
transduccién de citoquinas

Crecimiento Lineal
+
ALS
IGF-I
IGFBP-3

r 3

Dimero del RGH

o—0Gt

Proliferacion *

GH %@

Complejo Activo

Fosforilacion de Statbb

|

Dimerizacion de Statbb

Transcripcion de genes
GH-dependientes

Nucleo

Figura 1: Modelo de mecanismo de activaciéon del RGH. La GH se une a un dimero constitucionalmente formado
del RGH en la membrana celular. En consecuencia los RGH rotan y permiten que las Jak2 unidas al dominio
intracelular de los mismos se alineen apropiadamente y se transfosforilen mutuamente iniciando la cascada de

transduccién de sefial intracelular.
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modelo histéricamente conocido de la formacion
de dimeros de activacion del RGH inducido por
la unién de la GH®. Los trabajos de Gent y co-
laboradores demostraron la existencia de dimeros
inactivos del RGH en el reticulo endoplasmico en
ausencia del ligando especifico (GH) y permitieron
postular un nuevo mecanismo mediante el cual
una Unica molécula GH generaria los dimeros de
activaciéon (2RGH:1GH)##-”, El dominio extrace-
lular del RGH estd compuesto por un subdominio
1 N-terminal de unién a la GH y un subdominio
2 proximo a la membrana celular. Entre ambos
subdominios existe una region denominada bisa-
gra. Inicialmente, el dimero del RGH se formaria
por la interaccion de los subdominios 2 del DEC,
proceso facilitado por proteinas chaperonas del
reticulo endopldsmico. Paso seguido los DTM in-
teractuarian y sellarian ambos receptores bajo una
estructura dimérica para finalmente ser transporta-
dos hacia la membrana como homodimeros®®.

La dimerizacion constitutiva del RGH determind
que un cambio conformacional de los RGH induci-
do por la union de la GH seria el responsable del
mecanismo de activacion del proceso de transduc-
cion®, El RGH, al igual que otros integrantes de la
superfamilia de receptores Clase I de citoquinas, no
presenta actividad tirosina-quinasa ‘per se” en su
dominio intracelular, sino que se relaciona fisica
y funcionalmente a moléculas no receptoras de la
familia de las tirosina-quinasas Janus (JAK1, JAK2,
JAK3 y TYK2). En el caso particular del RGH, JAK2
se acopla a una secuencia rica en prolina del DIC
del RGH (Box 1) cercana a la membrana celular.
Debido a que Box 1 es la unica region citoplas-
matica conservada entre todas los miembros de la
familia de receptores de citoquinas que utilizan a
JAK2 en su senal de transduccion, el Box 1 es el
sitio involucrado en la interaccion receptor-JAK2.
Mutaciones o deleciones en el Box 1 impiden la
formacion del complejo receptor-JAK2, y la pos-
terior activacion del receptor, luego de la union
de la GH al mismo™®. Ademas de su funcion en
la activacion de los mecanismos intracelulares de
transduccion de senal, las moléculas JAK2 poten-
ciarfan la estabilidad de la forma madura del RGH
y tendrian un rol regulatorio en la protedlisis del
DEC del receptor®3?, La union de la GH al di-
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mero de RGH aproxima dos moléculas de JAK2
de manera suficiente para que se inicie la trans-
fosforilacion de las mismas. Las JAK2 activas fos-
forilan residuos tirosinicos criticos en la cascada
de transduccion de sefial que se encuentran en
el dominio citoplasmatico del RGH, y fosforilan
también sustratos directos de las moléculas JAK
como los IRS-1 y —2%7*_ Finalmente, las fosfoti-
rosinas distales del DIC del RGH reclutan a los
transductores de sefial y activadores de la trans-
cripcion (Stat) y otras proteinas por medio de
interacciones con los dominios (SH)-2. Las Stats
son otra familia de proteinas intracelulares, y en el
caso particular de JAK2, fosforila a por los menos
4 integrantes de la familia de las Stats: Stat 1, 3, 5a
y Sb, las cuales dimerizan y se traslocan al nucleo,
uniéndose a secuencias especificas del ADN e in-
ducen la transcripcion de genes GH-dependientes
especificos®. Existen al menos 2 isoformas de mo-
léculas Stat5: la Stat5a y la Stat5b. A pesar de la alta
homologia entre estas formas moleculares, estudios
recientes les adjudican roles diferentes y altamen-
te especificos de especie. La disrupcion génica de
las Stat5 produjo en ratones defectos en la expre-
sion de genes relacionados al crecimiento lineal,
lo que indica la importancia de las mismas en la
accion de GH. En un modelo de raton krnockout
de la isoforma Stat5b, se observé la pérdida del di-
morfismo sexual caracteristico del crecimiento de
estos roedores y falta de expresion de genes he-
paticos dependientes de GH. Interesantemente, ni
la Stat5a ni otras moléculas Stats pudieron revertir
los efectos negativos de la falta de Stat5b sobre el
crecimiento lineal®”. El camino de JAK2/Stat5b/
IGF-I juega un rol critico en la regulacion del cre-
cimiento posnatal, sin descartar que otros sistemas
también estuvieran involucrados®.

La regulacion negativa del mecanismo de trans-
duccion de senal inducido por la GH estd a car-
go de unas moléculas codificadas por genes ci-
toquina-inducibles, denominadas “supresoras de
seial de transduccion de receptores de citoquinas”
0 “Socs™®®. Las moléculas Socs pertenecen a una
gran familia, aunque Unicamente las Socs 1, Socs
2 y Socs 3 se transcriben inducidas por GH me-
diante un mecanismo que aun no ha sido del todo
esclarecido, aunque se cree que las Stats estarian
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involucradas en el mismo. Es altamente probable
que las Socs inhiban la senalizacion de GH y otros
receptores relacionados inactivando la actividad
quinasa de las JAKs. Sumado a la acciéon de las
Socs, existe un mecanismo de activacion y recluta-
miento de una o mas proteinas tirosina-fosfatasas
que producirian la defosforilacion de las JAKs y
del RGH, conduciendo hacia su inactivacion®.

Finalmente, el RGH es constitutivamente inter-
nalizado via estructuras recubiertas por clatrina, y
transportado a través de endosomas hacia los li-
sosomas para su posterior degradacion. Tanto la
internalizacion como el transporte del RGH a liso-
somas es dependiente de un sistema ubiquitina-
proteosoma, para el cual se requiere la indemnidad
del motivo de endocitosis ubiquitina-dependiente
del RGH (UbE-motif, DSWVEFIELD). Interesante-
mente, el fenémeno de dimerizacion es indispen-
sable para el proceso de degradacion ubiquitina-
dependiente, debido a que formas quiméricas, no
dimerizables del RGH, fueron ripidamente inter-
nalizadas por endocitosis sin depender del me-
canismo de degradacién ejercido por el sistema
ubiquitina®3®,

Alteraciones del crecimiento relacionadas
a mutaciones del RGH

Alteraciones del crecimiento relacionadas a mu-
taciones en el RGH producen el sindrome de insen-
sibilidad a la accién de la GH, descrito por primera
vez en 1966 por Laron y col.?”. A continuacion se
hard una breve referencia a algunas de las muta-
ciones recientemente identificadas que afectan la
expresion, activavién o senalizacién del RGH.

Fallas en la expresion:

Una mutacion puntual que activa un pseudo-
exon genera la insercion de 36 residuos en la re-
gion de dimerizacion del RGH. Esta forma elon-
gada del RGH altera el proceso de transporte del
receptor hacia la membrana quedando atrapado
en el nicleo y expresandose en menor proporcion
en la membrana celular®®.
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Fallas en la activacién:

La sustitucion de un residuo histidina por un
aspartato en la posicion 152 (D152H) localizada
en la interfase de dos DEC del homodimero del
RGH afectaria la correcta rotacién y cambio con-
formacional que debe experimentar el RGH para
la activacion del proceso de transduccion® 42,

Fallas en la sefializacién:

Debido a una mutacion en el exén 9 que afecta
el sitio aceptor de splicing se genera una forma
truncada del receptor que conserva dnicamente 7
residuos del DIC. Como consecuencia, se pierde
el UbE-motif necesario para el proceso de interna-
lizaciéon del RGH, acumulindose estos receptores
en la membrana y actuando como dominantes ne-
gativos frente a la forma completa del RGH. Esto
permite entender el retardo severo del crecimien-
to en pacientes que portan esta mutacion ain en
heterocigosis®”. Recientemente fueron descriptas
dos mutaciones que también afectan la senal de
transduccion y son producidas por un cambio en
el marco de lectura y generacién de un codén de
stop prematuro“?, Estos receptores estin trun-
cados a partir del residuo 449 y 581, respectiva-
mente, y en ambos casos solo estd afectada la po-
sibilidad de activar Stat5, mientras que conservan
la habilidad de activar JAK2, Stat3 o la via de las
MAP quinasas.

Defectos posreceptor:

El sindrome de insensibilidad a la accién de
GH puede también tener su origen en alteraciones
en algunos de los componentes intracelulares in-
volucrados en su mecanismo de transduccion de
senal. La combinacién de retardo del crecimiento
e inmunodeficiencia hizo pensar en defectos ge-
néticos compartidos por diferentes integrantes de
la familia de citoquinas. Un ejemplo de ello son
mutaciones que afectan la molécula de Stat5bt“4®,
Recientemente en el Hospital de Nifios Dr. Ricar-
do Gutiérrez se identific6 una nueva mutacién
de la Stat5b en una paciente del sexo femenino,
que asocia insensibilidad a la GH e inmunodefi-
ciencia“®. Estos trabajos demuestran el rol critico,
especialmente de la molécula Stat5b, en la pro-
duccion de IGF-I, el crecimiento posnatal y pone
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en evidencia el cross-talk que existe entre los di-
ferentes receptores de la Familia de Receptores de
Citoquinas.

GHBP: Homologia con el dominio extracelular del
receptor de hormona de crecimiento humana

Transcurrieron varias décadas desde que se
tuvo la primera evidencia de la existencia de un
componente en sangre capaz de interactuar con
la GH hasta su posterior caracterizacion“”. Entre
los anos 1986 y 1987, finalmente se describié y
caracteriz6 una proteina de baja capacidad y alta
afinidad que especificamente unia alrededor del
50% de la GH circulante en el plasma humano:
proteina ligadora de hormona de crecimiento hu-
mana de alta afinidad o GHBP“>?, En el plasma
humano también se describié otra proteina que
une alrededor del 5-8% de la GH total circulante,
especialmente la isoforma de 20 kd, de la cual se
desconoce su regulacion.

En humanos y conejos, la GHBP se genera por
clivaje proteolitico del dominio extracelular del RGH
permitiendo su liberaciéon al medio vascular® (Fi-
gura 2). Recientemente fue descubierta una enzi-
ma anclada a la membrana celular involucrada

RECEPTOR DE hGH Y PROTEINA DE TRANSPORTE...

RAEM e 2008
Vol 45 e No. 1

en la protedlisis del RGH®**®. Esta enzima forma
parte de una superfamilia de enzimas conocidas
como metzincinas, desintegrina y metaloproteina-
sas (ADAM) que intervienen en diferentes proce-
sos de protedlisis. La ADAM-17, también conocida
como TACE (enzima convertidora de TNF-a) es la
enzima responsable del clivaje del DEC del RGH y
liberacion de GHBP a circulacion. Aunque aidn no
han sido identificados los residuos especificos del
clivaje ni su regulacion, se sabe que seria necesa-
ria la integridad de la region yuxtamembrana para
el clivaje enzimatico®?. Esta proteasa, se sintetiza
como un precursor que incluye un prodominio,
un dominio catalitico que contiene un sitio de
unién al Zn, un dominio desintegrina, un dominio
EGF/crambina rico en cisteinas, un dominio trans-
membrana (TM) y un dominio citoplasmadtico. Su
prodominio contiene un sitio rico en cisteina que
interactia y neutraliza al atomo de Zn en el sitio
catalitico, manteniendo a la enzima como zimo-
geno (inactiva) durante el transito por el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi. Al llegar a
la membrana se elimina el prodominio quedando
anclada a membrana en su forma activa®. Esta
metaloproteasa no es especifica del RGH, sino
que participa en el clivaje de otras proteinas de
membrana. La enzima TACE, cliva al monémero

GH-GHBP complex

>
GH Lo P ‘ i
- “ cGHBP
W,
‘0.,. GHBP shedding
Membrana
celular

Figura 2: Mecanismo de generaciéon de GHBP: la accién proteolitica de la enzima de membrana TACE sobre el
dominio extracelular del RGH permite la liberacién de GHBP (shedding) al medio vascular. La GH en plasma se une
a su proteina de transporte (GHBP) en una relacion 1:1.
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de RGH en una region llamada “stem” generando
la GHBP que difunde al espacio pericelular y de
alli a circulacion. El producto remanente en mem-
brana, sufre una segunda protedlisis por accion de
una y-secretasa, originando un péptido intracelu-
lar del cual se desconoce su relevancia biologica
%, Como fue mencionado anteriormente, debido
a la existencia de diferentes isoformas del RGH, la
concentracion de la GHBP en suero seria el pro-
ducto final del clivaje proteolitico de las formas
completas y truncadas del RGH, las cuales a su vez
podran corresponder a diferentes polimorfismos
del ex6n 3 del DEC (tI-RGH o d3-RGH).

La activacion de la TACE puede ser inducida
farmacolégicamente por la accion de ésteres de
forbol que activan las vias dependientes de pro-
tein kinasa-C (PK-C) y por reactivos que son in-
activantes de grupos sulfhidrilos®®. Sin embargo,
alin no se conocen los mecanismos moleculares
que regulan la protedlisis del RGH ni la regulacion
fisiologica de la enzima TACE. Por un lado se vio
que el receptor en su forma dimérica era resisten-
te a la accion proteolitica de la enzima TACE®®,
mientras que la molécula de GH seria necesaria
para la interaccion de la TACE con el RGH®?, Re-
cientemente, se demostré que JAK 2 influiria en el
mecanismo de protedlisis del RGH®?. El estudio
de la regulacion de la enzima TACE podria proveer
informacion adicional acerca del mecanismo que
controla la expresion del RGH en membrana y la
liberacién de su dominio extracelular (GHBP) a
circulacion.

RAEM e 2008
Vol 45 e No. 1

GHBP: fuentes titulares, distribucién y regulacién

Debido a problemas éticos y limitaciones practi-
cas, es muy escasa la informaciéon que se tiene res-
pecto de la expresion del RGH en humanos, aunque
se sabe que el higado serfa el 6rgano mas enrique-
cido en este receptor y el que contribuiria en mayor
grado a la GHBP circulante en plasma®”. También
se encontro alta expresion de la enzima TACE en
el higado ©®. Si bien, estudios en circulacién veno-
sa determinaron mayores niveles de GHBP en la
vena hepatica que en cualquier efluente de otro
organo, también se ha observado que otros tejidos
como rifién, musculo, cerebro, corazon, tejido adi-
poso, etc.””; contribuirian en menor proporcion, a
la GHBP total circulante. Dada la alta correlacion
encontrada entre los niveles de esta proteina de
alta afinidad y la masa grasa®”, se postulé que el
tejido adiposo podria ser una fuente importante de
generacion de GHBP, aunque actualmente se sabe
que el mismo contribuye en un porcentaje infimo a
los niveles séricos de esta proteina, y posiblemente
serian factores producidos por el adipocito los que
estarfan regulando la expresion del RGH y /o la
liberacion de GHBP al medio®?,

En la literatura no existe evidencia clara de
los mecanismos de regulacién involucrados en la
modulacién de la GHBP sérica. En la Tabla 1 se
muestran algunos factores que se asociaron a cam-
bios en los niveles plasmaticos de la GHBP en el
hombre.

Tabla 1: Factores fisiologicos, nutricionales y farmacoldgicos que se asocian a cambios en los niveles

plasmaticos de la GHBP en el hombre.

Aumento de la GHBP

Disminucion de la GHBP

Edad temprana (62)

Etapa neonatal (63) - Edad adulta (64)

Obesidad (65,66)

Desnutricion (67)

Estrégenos (68)

Andrégenos (69,70)

Hormonas tiroideas (71,72)

Corticoides (73)

Andlogos de GnRH (74)

IGF-1 (75)
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A pesar de lo expuesto, es controvertida la in-
formacion acerca de la accion de esteroides sexua-
les y la GH sobre los niveles de GHBP. Durante
la etapa puberal no se han registrado diferencias
significativas entre ambos sex0s?*747®. Tampoco
se observaron modificaciones significativas en los
niveles de GHBP en suero durante el ciclo mens-
trual “”. Ademas, en pacientes con déficit total de
aromatasa y sindrome de Turner se han reportado
niveles normales o ligeramente elevados”®7 ain
tratindose de situaciones con niveles no detecta-
bles o muy bajos de estrogenos. Respecto de la
accion de GH en pacientes con déficit de la misma,
diversos trabajos muestran que los niveles de GHBP
no variaron o normalizaron®*? en el transcurso del
tratamiento sustitutivo de esta hormona.

GHBP: funcién

La funcién primaria y fundamental de la GHBP
es la formacion endoégena de complejos 1:1 con la
GH (complejos GH-GHBP) (Figura 2). En plasma,
la GHBP une alrededor del 50% de la GH®?, salvo
en los picos secretorios de esta hormona, donde
se une hasta el 80%®>. En consecuencia, la GHBP
atenda las oscilaciones propias de la secrecién
episodica de GH, prolongando su vida media de 7
a 29 minutos, en parte también por la incapacidad
del rindn de filtrar por el glomérulo el complejo
GH/GHBP de alto peso molecular®. En efecto,
la formacion de complejos estaria asegurando un
reservorio de GH en circulacién para los tejidos
blanco. Estos efectos “in vivo” tienden a aumentar
la biodisponibilidad y potenciar la accion de GH.
Sin embargo, estudios “in vitro” han demostrado
que la GHBP inhibe la unién de GH a su recep-
tor en forma dosis dependiente posiblemente por
competencia con el receptor y secuestro de GH.

Finalmente, los efectos positivos de la GHBP so-
bre la accion de GH observados a dosis fisiologi-
cas servirian de alguna manera para neutralizar los
efectos inhibitorios coexistentes®.
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Métodos para la cuantificacién de GHBP en suero

Existen diferentes métodos para la determina-
cion de GHBP en suero:
a) Métodos que miden la capacidad de unién de
la GHBP a la GH: cromatografia y ensayos de in-
munoprecipitacion
b) Inmunoensayos: radioinmunoensayos y ensa-
yos de ELISA (kit comercial)
¢) Ensayos inmunofuncionales mediados por ligan-
do: ELISA desarrollado y Fluoroinmunoensayos

Los métodos mas comunmente utilizados para
la cuantificacion sérica de GHBP median capaci-
dad de unién y consistian en la incubacion de la
muestra de suero con GH marcada radiactivamen-
te, y posterior separacion de la fraccion libre de
la unida por cromatografia o mediante el uso de
una suspension de carbon-dextran“®. Estas meto-
dologias eran engorrosas y poco practicas en el la-
boratorio clinico, presentaban el inconveniente de
una dificil interpretacion de los resultados debido a
la interferencia de la GH enddgena presente en el
suero“87  Ademds, estos ensayos de union miden
el total de GHBP presente en la muestra y no per-
miten determinar con precision la fraccion unida en
forma enddgena de la GH a la GHBP (complejos
GH/GHBP enddégenos), ofreciendo estos métodos
Unicamente una estimacion de la capacidad de la
union de la GHBP. Otro inconveniente residia en la
utilizacion de material radiactivo (**I-GH) y el tiem-
po prolongado de procesamiento de la muestra con
la posible disociacion de los complejos GH/GHBP,
afectando la precision del resultado obtenido.

En 1990, Tar y col. utilizaron cromatografia li-
quida de alta presion para evaluar los niveles de
GHBP en el plasma humano®®. Esta metodologia
permitia una rapida resolucion (evitando la disocia-
cion de los complejos GH/GHBP) y resultaba mas
reproducible que la tradicional de filtracion en gel.

Posteriormente, en un estudio realizado por Ho
y col., se compar6 el comportamiento de dos mé-
todos en la determinacion sérica de GHBP: croma-
tografia en gel versus un método de inmunopre-
cipitacion utilizando un anticuerpo monoclonal
anti-RGH®®. Si bien, ambos métodos correlacio-
naron positiva y significativamente entre si, los au-
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tores encontraron una tendencia del método de
inmunoprecipitacion a sobreestimar los niveles de
GHBP respecto de la filtracion en gel, hecho que
explicaron por la posible disociacion de los com-
plejos GH/GHBP en el tiempo de procesamiento
de la muestra por parte de este ultimo.

También, se disefiaron inmunoensayos compe-
titivos (RIA) para la determinacion de GHBP in-
munoreactiva en suero. Estos métodos determinan
Unicamente la concentracion de la proteina en el
suero y no permiten conocer la cantidad de GHBP
total capaz de unir la GH (GHBP funcional). Ade-
mas, resulta imposible relacionar la concentracion
de GHBP determinada en el suero por estos mé-
todos y la sensibilidad de los tejidos a la accion
de la GH®?,

En 1991, Lena Carlsson y col. disefiaron un
método inmunofuncional de ELISA tipo sandwich
para la determinacion de la GHBP total y de los
complejos GH/GHBP endégenos®, que poste-
riormente fue modificado por Rajkovic y col.®?.
La ventaja de esta nueva metodologia reside en la
posibilidad de determinar con mayor precision la
concentracion de la GHBP total y de los complejos
GH/GHBP endoégenos presentes en el suero.
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Posteriormente, se desarrollé un ensayo inmu-
nofuncional con sefal de detecciéon fluorométrica
que permite en forma especifica y selectiva deter-
minar tanto la GHBP total sérica como los comple-
jos GH/GHBP enddégenos con alta sensibilidad y
especificidad®”. La misma incluy6 la marcacion
del anticuerpo con especificidad anti-GHBP con
quelato de Europio y puesta a punto del método.
El inmunoensayo tiene por principio saturar el to-
tal de GHBP presente en el suero con GH agre-
gada exdgenamente, posibilitando la formacion de
complejos GH/GHBP que son capturados por el
anticuerpo de captura con especificidad anti-GH
inmovilizado a una superficie solida (pocillo de
microplaca). El complejo formado es luego reco-
nocido por un segundo anticuerpo con especifici-
dad anti-GHBP marcado con Europio. Finalmente,
y posterior al agregado de una solucion disociante
e intensificadora de la senal de Europio, se mide la
fluorescencia que resulta directamente proporcional
a la concentracion de GHBP de la muestra. Los
complejos de formaciéon endégena entre la GH y
su proteina de transporte (GHBP) son cuantifica-
dos de igual forma pero sin el agregado de la so-
lucion saturante de GH (Figura 3).

MAba-GH MAba -GHBP-Eu® | bacién
GHBP QN (4°C) Havado
) o
ﬁ —
GH enddgenay
Solucion saturante
Cmmleps =
GH/GHBP
endogenos
Sminen
agitacion (OXO)
. Solucion — SEu
disociante e D S
intensificadora QG
Medicion de
y Fluorescencia

Figura 3: Esquema del método fluorométrico para la determinacién de la concentracién sérica de GHBP total inmu-
nofuncional y complejos endégenos GH-GHBP. MAb a-GH: anticuerpo monoclonal con especificidad anti-hGH; MAb
a-GHBP-Eu**: anticuerpo monoclonal con especificidad anti-GHBP marcado con quelato de europio; ON: over night.
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La utilizaciéon de metodologias inmunofuncio-
nales mediadas por ligando permiten la determi-
nacion de GHBP total y de los complejos endoge-
nos formados entre esta proteina de transporte y
la GH, pudiendo contribuir al entendimiento de la
dindmica del eje somatotrofico en situaciones atin
no del todo esclarecidas.

Utilidad del la determinacién sérica de GHBP

Debido a la alta homologia que existe entre la
GHBP sérica y el dominio extracelular del RGH, y la
relacion positiva de esta proteina con la sensibilidad
a la GH, se ha propuesto que la determinacion
de GHBP en suero podria constituir una marcador
periférico de la abundancia de RGH en los tejidos
blanco y colaborar, junto a otros parametros, en
el estudio de pacientes con desordenes del creci-
miento® 5,

Teniendo en cuenta que actualmente se cuenta
con inmunoensayos funcionales mediados por li-
gando, es bueno que se considere la utilidad que
podria constituir tanto la determinacion sérica de
GHBP total inmunofuncional como la determina-
cién de complejos endégenos GH/GHBP:

- Utilidad de la determinacion de GHBP total:

Los avances obtenidos en el diagndstico de pa-
cientes con insensibilidad a la accién de GH se de-
bieron principalmente a la caracterizacion molecular
de este sindrome®*°?. La abundancia del RGH en
la superficie celular constituye un determinante
importante de la sensibilidad celular a la accion de
GH vy salvo algunas excepciones, la concentracion
de GHBP total reflejaria la expresion del RGH en
los tejidos®. En este sentido permitiria identificar
nifios con diagndstico probable de resistencia a la
GH, y orientar el posterior estudio molecular.

Alteraciones en el gen del RGH (actualmente se
han descrito mas de 50 mutaciones del mismo) pro-
ducen insensibilidad a la accién de GH AIGH)®?. El
sindrome de Laron clasico (insensibilidad primaria
a la GH), es una patologia causada por mutaciones
inactivantes del RGH, y dependiendo de la localiza-
cion de la mutacion, la GHBP puede o no ser de-
tectable en suero. La mayoria de los pacientes con
IGH, presentan valores de GHBP no detectables o
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muy disminuidos, mientras que en un porcentaje
menor, estin normales o aumentados®?:

* Mutaciones que afecten el dominio extracelu-
lar del RGH o aquellas que interfieran con la
correcta sintesis del mismo (77% de los indi-
viduos Laron)®%» | presentaran niveles no do-
sables de GHBP, también denominados “GHBP
negativos”, en el caso de pacientes homocigo-
tas y heterocigotas compuestos®”. En pacien-
tes con un alelo normal y el otro afectado, los
niveles de GHBP podrian encontrase muy ba-
jos, pudiendo explicar esta situaciéon hasta un
5% de las bajas tallas idiopaticas®”.

* Las mutaciones en regiones de la molécula del
RGH que afecten la dimerizacion y las sefiales
de transduccion intracelulares, daran lugar al fe-
notipo Laron con GHBP dosable o “GHBP posi-
tivos” (20-25% de los casos) 469499 Las muta-
ciones que afectan los sitios de splicing pueden
generar la pérdida de los exones 8°® 6 9 que
codifican para el dominio intracitoplasmatico.
En el primer caso, se produce la ausencia del
dominio intracelular del receptor y la genera-
cién de una molécula mutada del RGH virtual-
mente idéntica a la GHBP, mientras que la pér-
dida del exén 9 generaria una forma truncada
del RGH, asociada a niveles de GHBP en suero
entre 20-50 veces la concentracion normal. Los
individuos heterocigotos para esta Gltima muta-
cion presentan concentraciones de GHBP entre
2-10 veces superiores a la normal®?,

En 1997, Woods y col. realizaron un estudio
intensivo de la relacion fenotipo: genotipo en
pacientes con sindrome de IGH®?. Los pacien-
tes fueron estudiados clinica, bioquimica y ge-
néticamente, y a su vez, fueron categorizados de
acuerdo a la presencia o ausencia de GHBP en
suero (GHBP positivos o GHBP negativos, respec-
tivamente). Tanto los pacientes GHBP positivos
0 GHBP negativos presentaron déficit de talla,
aunque en los pacientes con niveles de GHBP
dosables, la altura parecia estar menos afecta-
da que en los pacientes con niveles no detecta-
bles de esta proteina. Sin embargo, a pesar de la
gran heterogeneidad fenotipica observada en la
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poblacion estudiada, estos autores no pudieron
encontrar una clara asociacion entre el sitio o
tipo de mutacion del gen del RGH vy la severidad
de la enfermedad.

Por otro lado, partiendo de la premisa que
algunos nifnos con baja talla idiopatica (BTD son
considerados como deficientes no clasicos de
hormona de crecimiento, ya que responden en
forma favorable a las pruebas de estimulo de
secrecion de esta hormona, Carlsson y col. in-
vestigo la hipoétesis que la resistencia periférica
observada en estos ninos, podia responder a
anormalidades en el receptor de GH y ésto, a
su vez, ser reflejado estudiando los niveles de
GHBP séricos en una poblacion de nifios con
deficiencia clasica de GH (DGH) y nifios con
BTI, estudiados en relacién a la edad cronol6-
gica y sexo", Los niveles séricos de GHBP en
nifios con BTI y nifios con DGH fueron inferio-
res al rango de normalidad estipulado por edad
y sexo, aunque esta disminucion resultaba mas
pronunciada en los nifios con BTI. En este es-
tudio, el 90 % de los nifios con BTI presento
niveles de GHBP por debajo de la media para
la edad y sexo, mientras que un subgrupo pre-
sent6 una concentracion de esta proteina por
debajo de -2 DE.

Attie y col. estudi6 en un grupo de pacientes
con BTI la concentracién de IGF-1 en SDS y la
concentracion media de secrecion nocturna de
GH en relacion con la concentracion de GHBP
en SDS. Los pacientes con niveles mas bajos de
GHBP en SDS presentaron mayores niveles de
GH vy bajo IGF-1, consistente con insensibilidad
a la accion de GH"V.
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Los trabajos de Woods, Carlsson y Attie, po-
nen de manifiesto la posible utilidad de la deter-
minacion de GHBP en suero, que junto a otros
parametros y pruebas funcionales, permitirian
identificar aquellos niflos con diagndstico pro-
bable de resistencia a la acciéon de GH, en sus
formas parciales y severas (Sme. Laron), con el
fin de orientar el posterior estudio molecular del
gen del RGH.

Como fue mencionado anteriormente, niveles
normales o aumentados de GHBP total en un pa-
ciente con diagnéstico probable de IGH, podrian
indicar fallas a nivel posreceptor (Ver defectos pos-
receptor en el apartado del RGH).

Cabe finalmente mencionar que existen ciertas
situaciones fisiologicas y patolégicas donde no se
establece el vinculo positivo entre la concentra-
cion de GHBP circulante y la funciéon del RGH,
como por ejemplo en la infancia temprana® vy
en la acromegalia’®®. Los pacientes acromegali-
cos presentan baja concentracién de GHBP, posi-
blemente reflejo del “down-regulation” del RGH
ejercido por la alta concentracién de GH, tal cual
fue demostrado in vitro'%®. Por otro lado, existen
otras patologias cronicas, no relacionadas directa-
mente a alteraciones en el gen del RGH, donde los
niveles de GHBP total pueden estar disminuidos,
como en la insuficiencia renal, la diabetes mellitus
insulinodependiente, y patologias tendientes a la
reduccion de la masa hepdtica funcionante como
la cirrosis®”. En la Tabla 2 se resumen las patolo-
gias que se asocian a niveles anormales de GHBP
en suero:

Tabla 2: Patologias asociadas a variaciones en los niveles normales de la concentraciéon sérica de GHBP.

Niveles bajos de GHBP sérica

Niveles altos de GHBP sérica

Sindrome de Laron clasico
Baja talla idiopatica - Acromegalia

Mutaciones en el sitio de splicing (Ex.9)

Malnutricién - Cirrosis hepatica
Enfermedad renal crénica

Obesidad

Hipotiroidismo

Hipertiroidismo
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- Utilidad en la determinacion de complejos enddige-
nos GH/GHBP

Existe escasa informacion en la literatura acerca
de la utilidad potencial de la determinacion sérica
de los complejos enddgenos entre la GH y su pro-
teina de transporte, GHBP. Probablemente, tenga
su explicacion en la falta de métodos sensibles
y precisos que pudieran determinar la concentra-
cién del complejo GH/GHBP. En el Laboratorio de
la Divisiéon de Endocrinologia del Hospital Ricar-
do Gutiérrez se realizd un estudio de diferentes
componentes del eje GH-IGFs-BPs en nifios con
obesidad simple, con el fin de explicar el normal/
aumentado crecimiento observado en estos nifios
a pesar de la conocida disminucion de la GH, La
poblaciéon estudiada de obesos, presenté niveles
normales de IGF-I, IGFBP-3 y ALS (todos parime-
tros GH dependientes) a pesar de una disminuida
concentracion de GH al ser comparados con un
grupo de ninos con peso adecuado. Por otro lado,
los nifios obesos, tuvieron niveles significativa-
mente aumentados de la GHBP total (medida por
un método inmunofuncional mediado por ligan-
do generado en nuestro laboratorio). En el grupo
de nifios obesos, los niveles de GHBP total corre-
lacionaron en forma positiva y significativa con el
indice de masa corporal y la concentracion de in-
sulina. Este aumento de la GHBP total, reflejo del
nivel de expresion del RGH en los tejidos blanco,
estaria indicando un aumento en la sensibilidad
a la accién de GH. Lo novedoso de este trabajo
resulto el hallazgo de niveles normales de comple-
jos endogenos GH/GHBP, medidos por la misma
metodologia, lo que sugeriria la existencia de un
reservorio normal de GH en circulacién para los
tejidos blanco.

Este trabajo pone de manifiesto que la deter-
minacién conjunta de la GHBP total y complejos
GH/GHBP puede ser de utilidad para conocer la
dindmica del eje somatotrofico en su conjunto, tra-
tando de explicar situaciones atn no del todo es-
clarecidas como el crecimiento normal/aumentado
habitualmente observado en ninos obesos bajo un
estado de hiposomatrofinismo.
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Conclusién

El receptor de hormona de crecimiento humana
(RGH) es el efector mas importante de la accién
de la hGH en los tejidos, ya que mutaciones en
los dominios que conforman su receptor produ-
cen una falla en su mecanismo de accion. La po-
blacién normal puede expresar diferentes formas
moleculares del RGH, producto de polimorfismos
en las secuencias codificantes del gen del RGH.
Sin embargo, todavia queda por dilucidar si estas
variantes génicas podrian afectar algunos aspectos
de la fisiologia y/o farmacologia de la accion de la
hGH. Ademads, la hGH en el plasma se une con alta
afinidad a la proteina de transporte (GHBP) genera-
da por el clivaje proteolitico del dominio extracelular
del RGH por acciéon de una enzima de membrana
denominada TACE. A pesar del tiempo transcurrido
desde su descubrimiento, atin hoy se desconoce la
funcién biolégica precisa de la GHBP en el plasma
aunque estd ampliamente documentada su relacion
con la secrecion de GH, la composicion corporal, la
edad y el estatus de hormonas sexuales. Debido a
la homologia que existe entre la GHBP sérica y el
dominio extracelular del RGH, y la relacién positiva
de esta proteina con la sensibilidad a la GH, se pro-
pone la determinacion de GHBP en suero como un
indicador periférico de la abundancia del RGH en
los tejidos. Las controversias en la literatura respecto
de sus niveles en plasma y su asociacion a distin-
tas condiciones clinicas, podrian deberse a aspectos
metodoldgicos relacionados a la interferencias de la
propia hGH del plasma en los ensayos para la deter-
minacion de GHBP. La utilizacion de metodologias
inmunofuncionales de alta sensibilidad mediadas
por ligando podrian constituir una herramienta 1til a
incluir en el estudio especialmente de pacientes con
baja talla idiopatica.
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INFORME DEL CABE-FASEN

En la dltima Asamblea de Delegados de FASEN, realizada en Buenos Aires en noviembre de 2007, se
decidi6 cambiar el nombre de CACDDI por el de CABE. Este ultimo representa la sigla de “Comité Argen-
tino de Bocio Endémico”. El motivo del cambio obedece al hecho de que en la actualidad la mayor causa
de bocio endémico en el pais, no es por deficiencia de yodo. Como resultado de los monitoreos de DDI
llevados a cabo bajo el Programa Nacional del CACDDI, pudimos observar que la existencia de bocidgenos
ambientales fue la causa principal de que un nimero considerable de nifios padeciese bocio endémico,
a pesar de una ingesta normal de yodo. Si bien la deficiencia de yodo ain persiste en regiones donde se
consume sal de marcas locales con malos o nulos niveles de yodacion, la prevalencia aumentada de bocio
endémico, en varias regiones de la Republica Argentina, no tendria al déficit de yodo como responsable
principal.

En busca de aplicar una terminologia coherente con las alternativas etiolégicas del bocio endémico,
actualmente vigente, es que se decidié reemplazar el término CACDDI por el de CABE.

A su vez, la idea es crear dos grupos de trabajo dentro del CABE: uno destinado a continuar con los es-
tudios y monitoreos de DDI y el otro orientado a la investigacion de los bocidgenos ambientales. El primer
grupo, que continuaria con la filosofia del CACDDI, seria el dedicado a los DDI. Su denominacién podria
ser: “Grupo de Estudio del Déficit de Yodo” (GEDY), mientras que el segundo seria el “Grupo Interdiscipli-
nario Multicéntrico de Bociogenos Ambientales y Disruptores Endocrinos” (GIMBADE).

Dra. Maria del Carmen Silva-Croome Dr. Hugo Niepomniszcze

Coordinadores del CABE-FASEN
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Monitoreo de DDI

en el Noroeste de la provincia de Santa Cruz

Olguita Vera®* R.A. Bimbi**, H. F. Ghisolfo*, Patricia Mascaro** Argentina R. Miranda**, J. Mayorga***
R. Pecora®, D. Bernatené®®, G. Sartorio®°°y H. Niepomniszcze®°°°

* Médica Responsable de la Coordinacién Local,** Médicos de la Provincia de Santa Cruz, *** Médica de Co-
modoro Rivadavia, **** Bioquimicos de Santa Cruz, © Cdtedra de Bromatologia y Toxicologia, FCEFyN-UNC
y Direccién de Epidemiologia, Ministerio de Salud de la provincia de Cérdoba, °° Bioquimico del Hospital San
Juan de Dios de Buenos Aires, °°° Ex-Director Bioquimico de la Divisién Endocrinologia del Hospital “Ramos

Mejia” de Buenos Aires, °°°° Médico Responsable del Programa de Monitoreo del C.A.B.E. y *Divisién Endocri-
nologia del Hospital de Clinicas, Facultad de Medicina, UBA.

Resumen

Un total de 807 alumnos de escolaridad primaria, de ambos sexos, fue estudiado en este monitoreo de
bocio endémico en dos localidades del noroeste de la provincia de Santa Cruz: Perito Moreno (407 ninos)
y Los Antiguos (400 nifios). La edad de los escolares oscilé entre 6 y 15 afos. La palpacion tiroidea fue
hecha por el conjunto de los médicos participantes. Sin embargo, con la finalidad de aunar criterios con
lo realizado previamente @7 se tomé como Unica referencia la palpacion de H.N., que se llevé a cabo en
la totalidad de los nifios estudiados. La definicion del grado de bocio fue similar a la utilizada en los otros
relevamientos . Se determiné la yoduria en muestras casuales de orina emitidas por los nifios una vez
que fueron palpados (149 de Perito Moreno y 88 de Los Antiguos). Se midi6 el contenido de yodo en 357
muestras de sal de consumo hogarerio de Perito Moreno y en 329 de Los Antiguos. El examen palpatorio
de los ninos revelo la existencia de bocio grado 1 solamente. La prevalencia de bocio encontrada fue de
4,7 % en Perito Moreno y de 3,5 % en Los Antiguos. Los niveles de yoduria alcanzaron, en Perito Moreno,
una media de 124+78,5(DS)ug/L y una mediana de 107ug/L, al tiempo que en Los Antiguos la media fue
de 175£96ug/L y la mediana de 165ug/L. El contenido de yodo de las sales que aportaron los alumnos, si
bien vari6 segin la marca de sal utilizada, tuvieron un nivel relativamente adecuado de yodo en aquellas de
consumo masivo. De esta manera, observamos que en la localidad de Perito Moreno el promedio de yodo
en la sal, tomada en conjunto, fue de 32,9 = 9,5 mg/Kg, mientras que para Los Antiguos fue de 28,9 = 9,6
mg/Kg. Al analizar las concentraciones de yodo <15mg/Kg, observamos que fue del 5,3 % en Perito Moreno
y del 9,7% en Los Antiguos. Teniendo en cuenta la linea de corte del 10% que fija el ICCIDD “® como valor
oOptimo, podemos observar que la situacién de ambas poblaciones es satisfactoria. Concluimos que en estas
dos localidades del noroeste de la provincia de Santa Cruz no existe una prevalencia de bocio aumentada,
por lo que podria afirmarse que esta region esta, actualmente, libre de bocio endémico.
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Introduccién

Este monitoreo fue llevado a cabo dentro del
marco del Programa del C.A.B.E. (Comité Argenti-
no de Bocio Endémico, ex-CACDDI) patrocinado
por Quimica Montpellier S.A., habiéndose realiza-
do en dos localidades del noroeste de la provin-
cia de Santa Cruz, los dias 13 y 14 de noviembre
de 2003. Las poblaciones estudiadas fueron Perito
Moreno y Los Antiguos. Contd con la participa-
cién, en “terreno”, de 4 médicos y 2 bioquimicos,
como representantes locales, mientras que del
CACDDI fue, desde Buenos Aires, el Coordinador
del Programa (H.N.). La distribucién de las tareas
fue acorde con lo llevado a cabo en los releva-
mientos anteriores™”.

Material y Métodos

Se palp6 el cuello de 191 nifios de la Escuela
N° 12 y de 216 de la Escuela EGB N° 72, de Perito
Moreno (total=407), y de 223 escolares de la Escuela
Provincial EGB N° 17, mas otros 177 alumnos de la
Escuela Hogar N° 1, ambas de la localidad de Los
Antiguos (total=400). La cifra alcanzada en esta re-
gion de la provincia de Santa Cruz fue de 807 ninos
palpados. En todas las escuelas fue equivalente el
numero de varones y mujeres, cuyas edades oscila-
ron entre los 6y 15 afios.

Las palpaciones fueron realizadas por el con-
junto de los médicos participantes. Sin embargo, al
igual que en relevamientos anteriores®'” y con la
finalidad de aunar criterios para todo el Programa
Nacional, se tomé como unica referencia la palpa-
cion de H.N. La metodologia usada en este rele-
vamiento se basé en el tripode cladsico (palpacion
tiroidea, recoleccién de orina y de muestras de sal
de consumo hogareno) tal cual fuera descrito en
una publicacion anterior.

En la fig.1 se observa la distribuciéon por eda-
des de los alumnos estudiados en las dos localida-
des. Se determiné la yoduria en muestras casuales
de orina, emitidas por los nifios una vez que fue-
ron palpados (149 en Perito Moreno y 88 en Los
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Antiguos). Se midi6 el contenido de yodo en 357
muestras de sal de consumo hogarefio de Perito
Moreno y en 329 de Los Antiguos.

Las yodurias fueron determinadas en Buenos
Aires en el Hospital San Juan de Dios, mientras
que el contenido de yodo en las muestras de sal
fue analizado en Cérdoba a través del Dr. Rolando
Pécora.

Resultados

La prevalencia de bocio fue de 4,7% en los
alumnos de Perito Moreno y de 3,5% en los de Los
Antiguos (Fig.2). El examen palpatorio de los ni-
fos reveld la existencia de bocio grado 1 solamen-
te. No hubo relacién alguna entre la frecuencia
de bocio y la edad y sexo de los alumnos, como
tampoco entre bocio y yodurias.

Yodurias

El contenido de yodo urinario promedio
de los escolares de ambas localidades fue de
124+78,5(DS)ug/L para Perito Moreno, con una
mediana de 107ug/L, y de 175x96ug/L para Los
Antiguos, cuya mediana fue de 165ug/L.

Contenido de yodo en la sal de consumo hogarefio

El contenido de yodo de las sales que apor-
taron los alumnos, si bien varidé segun la marca
de sal utilizada, tuvieron un nivel relativamente
adecuado de yodo en aquellas de consumo masi-
vo. De esta manera, observamos que en la loca-
lidad de Perito Moreno el promedio de yodo en
la sal, tomada en conjunto, fue de 32,9 = 9,5 mg/
Kg, mientras que para Los Antiguos fue de 28,9 +
9,6mg/Kg. Al analizar las concentraciones de yodo
<15mg/Kg, observamos que fue del 5,3 % en Pe-
rito Moreno y del 9,7% en Los Antiguos. Teniendo
en cuenta la linea de corte del 10% que fija el
ICCIDD™ como valor 6ptimo, podemos observar
que la situacion de ambas poblaciones es satisfac-
toria. En la tabla 1 se muestra el consumo de sal
segln la marca comercial, mientras que en la tabla
2 se detallan los diferentes parimetros del conteni-
do de yodo en cada una de esas marcas.
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Distribucion de los ninos de acuerdo a la edad
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Fig. 1. Distribucién de alumnos por edad. Gris = Perito Moreno; Negro = Los Antiguos.

Prevalencia de Bocio en el Noroeste de la
Provincia de Santa Cruz
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Fig. 2. Prevalencia de bocio.
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TABLA 1. CONSUMO DE SAL SEGUN LA MARCA

Marca Localidad

Los Antiguos Perito Moreno
Celusal® 62,7 % 62,7 %
Dos Anclas® 8,7 % 13,7 %
Dos Estrellas® 12,2 % 10,9 %
Colosal® 3,9 % 25 %
Salitral® 39 % 4,2 %
Tresal® 1.2 % 0,8 %
Marolio® 0,9 % -
Lobos® 0,9 % -
La Loberia® 03 % 0,4 %
Cliper® 0,3 % -
Sal Marina® - 0,3 %
? 51% 4,8 %

TABLA 2. CONTENIDO DE YODO EN LA SAL consumida por los escolares del Noroeste de la provincia de Santa Cruz

Marca Cantidad (media + D.S.) % de muestras Valor del D.S. Rango en n
mg/Kg <15mg/Kg como % del mg/Kg
valor de la media
Celusal® 32978 2,5 23,7 6,3-57,9 434
Dos Anclas® 29,5+ 13,7 15,4 46,4 5,4-62,8 78
Dos Estrellas® 25,1+ 10,8 20,5 43,0 5,7-48,1 78
Colosal® 22,5+ 11,5 28,6 51,1 7,5-41,5 21
Salitral® 27,2+5,8 3,7 21,3 7,2-37,5 27
Tresal® 30,1+ 5,6 0 18,6 22,9-38,3 6
Lobos® 27,6 £ 19,2 33,3 69,6 5,5-40,2 3
Marolio® 30,0 0 - 21,3-38,7 2
La Loberia® 32,8 0 - - 1
Cliper® 8,2 100 - - 1
Sal Marina® 31,9 0 - - 1
? 33,7 £12,2 9,7 36,2 6,4-58,7 31
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Discusién

La profilaxis con sal yodada®™ ha mejorado os-
tensiblemente la ingesta de yodo en el pais. Este
hecho se hizo mucho mais evidente en las zonas
cordilleranas, donde la carencia de yodo solia ser,
hace ya varias décadas, verdaderamente alarman-
te. Hoy en dia, el consumo de sales correctamente
yodadas ha permitido llevar las yodurias a nive-
les 6ptimos. Si bien la prevalencia de bocio, en
el pasado, estaba elevada significativamente en
las localidades de Perito Moreno y Los Antiguos,
actualmente se encuentran dentro de los valores
propios de una zona no endémica. Analizando las
concentraciones de yodo <15mg/Kg, en las sales
traidas por los alumnos desde sus hogares, obser-
vamos que estuvieron por debajo de esa cifra so-
lamente el 5,3% de las muestras de Perito Moreno
y el 9,7% de Los Antiguos. Teniendo en cuenta la
linea de corte del 10% que fija el ICCIDD "® como
valor 6ptimo, podemos observar que la situacion
de ambas poblaciones es satisfactoria. Conclui-
mos que en estas dos localidades del noroeste
de la provincia de Santa Cruz no existe una pre-
valencia de bocio aumentada, por lo que podria
afirmarse que esta regién se encuentra libre de
bocio endémico.
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Los monitoreos de DDI.
Cuarta Parte

Salvaneschi, J. P.; Garcia, J]. R. A. R.

San Luis

En 1965 Petrino hall6 una prevalencia de bocio
del 40,5% en escolares en San Luis capital y 28%
en 1636 varones de 20 anos.

En 2001 se estudiaron 482 escolares; 382 de
San Luis y 100 de Balde.

La palpacion de 143, de San Luis 2 con bocio
multinodular con una prevalencia total del 6%; en
Balde se examinaron 72 con el 12% de bocio.

Los niveles de yoduria fueron media 145,8ug
+ 79,6 png (DS)/L y mediana 141,3png + /L en San
Luis.

En Balde la yoduria media fue de 136,6pg +
153,3ug (DS)/L y la mediana 98,1ug/L y los nifios
con bocio tuvieron una mediana de 103pg/L.

El yodo en las sales fue mediana 24,8mg/K en
las de San Luis y 24,2mg/K en Balde.

El porcentaje de muestras con contenido de
yodo<15mg, fue del 19,3% para San Luis y Balde.

La existencia de bocio ha sido atribuida al
pauperismo general existente, aunque también se
contempla la posibilidad de alguna sustancia bo-
ciogénica.

Revista Avgent Endocrinol Metab 42: 116; 2005

Jujuy

En 1965 se realiz6 una encuesta probabilistica
de 2111 varones de 20 anos, quienes constituian
una muestra para su edad y sexo de toda la pro-

vincia, entre los que se hallé una prevalencia de
bocio del 52%, con el 94,5% de difusos y el 5,5%
de nodulares, la tasa mas alta fue de 71,4% en
San Antonio y la mas baja en Santa Catalina con
el 25,5%.

La encuesta mencionada en el pie del articulo
fue realizada en 2002. Se examinaron un total de
092 escolares. En San Salvador de Jujuy 344 y en
Tilcara 348 nifos.

La palpacion mostré bocio en San Salvador
4,1% y en Tilcara 10,9% en 3 con nédulos Gnicos.

Las yodurias fueron en Jujuy una media de
60pug + 4 7,8ug (DS)/L y mediana de 46pg/L y de
38,5ug/L, los ninos con bocio y en Tilcara la media
fue de 62pg + 45pg/L v la mediana de 44pg/L con
promedio de 49,9ug/L para los nifios con bocio.

Las sales de uso nacional tuvieron una media
de 31,3 + 8,8mg/K para Jujuy y de 38,5 + 14,8mg/K
para Tilcara pero las marcas locales fueron de 4,5
+ 5,6mg/K para San Salvador y 4,4 + 5,4mg/K para
Tilcara.

Revista Argent Endocrinol Metab 42: 172: 2005

Tucumén

Daud encuest6 3.471 escolares, etre los que en-
contré una prevalencia de bocio del 39,6% y 574
varones de 20 afios con 28,0%.

En la encuesta de 1965 se examinaron 7.186 va-
rones de 20 afios, una muestra probabilistica para
edad y sexo de toda la provincia, entre los que se

Correo Electrénico: salvaneschijorge@gmail.com
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encontré 21,3% de bocio, con el 96,1% difusos y
el 3,9% nodulares. La prevalencia mas alta fue en
Trancas con el 44,8% y la mis baja en Leales con
el 313,6%

La encuesta mencionada en el pie de este ar-
ticulo fue realizada en 2002, se examinaron 1007
alumnos, 416 de San Miguel, 315 Banda del Rio
Sali y 276 de El Manantial.

Al examen clinico se encontr6 3,6% en San Mi-
guel, en el turno de manana y 8,9% en el turno
de tarde de Banda del Rio Sali y 13% en El Ma-
nantial.

Las yodurias en San Miguel fueron promedio
91pg/L, mediana 66pg/L, en Banda promedio
72ng/L, mediana 58ng/L, en El Manantial prome-
dio 67pg/L y mediana 46pg/L. Las yodurias de los
alumnos que consumian sal de produccion local,
eran mucho mas bajas. Los contenidos de yodo de
las sales marca Celusal era de 31,1 = 11,1mg/K y
de 31,9 + 11,8mg/K y para Dos Anclas.

Los valores para las sales de produccion y dis-
tribucion local fueron tan anormales que muchas
fueron retiradas de la venta.

Revista Argent Endocrinol Metab 43: 54; 2006
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Estas investigaciones dan una muestra cabal
de que el “espiritu” de la endemia atin continta
presente, y que se justifica continuar estos es-
tudios. El caso de Tucumin es un modelo para
otras investigaciones epidemiolégicas a realizar en
el resto del pais. En lo referente a los contenidos
de yodo de las sales ha sido demostrada su im-
portancia, esto viene a subrayar el conocido fené-
meno de que, sélo una pinchadura de un alfiler
en el envase de la sal, atrae hacia si, toda la sal
yodada del paquete, ésto ocurre con los yoduros
no los yodatos. Quizis, en algin momento, las au-
toridades sanitarias tomen conocimiento de la im-
portancia de las investigaciones epidemiolégicas y
colaboren en su realizacion
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NECROLOGICA

Alberto Livov

11 de abril de 1949 - 8 de febrero de 2008

Fernando Manuel Escobar

Estimados colegas:

Comenzar a escribir estas palabras, es para mi,
una extrana mezcla de profundo dolor pero a la
vez de un gran orgullo por tener la responsabilidad
de redactar en la revista de la Sociedad Argentina
de Endocrinologia y Metabolismo la despedida a
un gran amigo.

Como muchos de Uds. ya saben el 8 de fe-
brero del corriente ano dejé de existir, luego de
una dolorosa enfermedad, que lo aquejé durante
el dltimo afo, el Dr. Alberto Mario Livov, Médico
Endocrinélogo, Docente Autorizado en Medicina
Interna, Médico de Planta del Servicio de Endo-
crinologia Hospital Escuela General San Martin y
Presidente de la Sociedad Argentina de Obesidad
y Trastornos Alimentarios en ejercicio.

Hablar de Alberto es, para mi, como hacerlo de
un hermano, ya que con €l compartimos casi to-
dos los anos de nuestra vida, desde que teniamos

14 afios y concurriamos a la misma secundaria, el
Colegio Nacional Nicolds Avellaneda.

Desde alli continuamos juntos hasta la actuali-
dad. Compartiendo infinidad de aspectos de nues-
tras vidas, desde el aprendizaje en las aulas de
aquel secundario o los partidos de fitbol en lo
que hoy es el Paseo de la Infanta, digo ésto para
que todos Uds. dimensionen los lazos y recuer-
dos que me unen con este gran amigo que se ha
ido. Juntos hicimos 4° y 5° afio del bachillerato
especializado en el area de Biologia y desde alli
emprendimos la carrera de Medicina que Alberto
finaliza en 1974, para ingresar luego al Internado
Rotatorio del Hospital de Clinicas a cargo del Pro-
fesor José Burucuda. Al finalizar la misma, Alberto
estaba interesado en la Endocrinologia y por ese
motivo yo le recomiendo que haga la Residencia
en el Instituto Modelo del Hospital Rawson diri-
gida por el Profesor Dr. Roberto Soto que en ese
momento era uno de los mejores centros del pais
para desarrollar esta especialidad. Compartimos
entonces, este espacio ya que yo también me en-
contraba desarrollando mi formacion en dicha ins-
titucion

Para esa época contrae matrimonio con Violeta
Alonso con quien tuvo dos hijos Gabriel y Javier.
Gabriel, Dr. en Filosofia y Letras y Javier, médico,
haciendo su residencia en Cardiologia; de ambos
Alberto siempre, se demostraba sumamente orgu-
lloso como solia comentarme en nuestras charlas
de café al salir del hospital.
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Alberto fue, siempre, una persona muy estu-
diosa, gran lector, duefio de una rica cultura ge-
neral, siempre recuerdo sus comentarios con las
profesoras de lengua o literatura sobre los libros
que solia leer.

Pero retomando la idea siempre le atrajo la do-
cencia por lo que juntos nuevamente realizamos
el Curso Superior Universitario de Especialista en
Endocrinologia dirigido por el Profesor Dr. Ro-
dolfo Pasqualini y luego comenzamos la carrera
docente para ser profesores en la facultad. Asimis-
mo, seguimos asistiendo al Hospital Ramos Mejia
adonde nos habian trasladado cuando se produjo
el cierre del Hospital Rawson. Alberto podria ha-
ber continuado en el hospital Durand como Jefe
de Residentes, pero por distintos motivos prefirié
encaminarse hacia su profesion y la docencia que
lo llevé a recalar en el servicio de Endocrinolo-
gia del Hospital de Clinicas a cargo del Dr. Oscar
Bruno, en su momento como Docente Autorizado
en Clinica Médica. En este servicio no sélo desa-
rroll6 su actividad asistencial y docente sino que
participé en la publicaciéon de numerosos trabajos
de investigacion. También se incorporé a la Socie-
dad Argentina de Endocrinologia y Metabolismo
siendo miembro Titular de la misma. Finalmente,
el interés por las areas metabdlicas hizo que se
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despertara en ¢él la inquietud de desarrollar mas la
nutricion, diabetes y obesidad, motivo por el cual
se incorpora a la Sociedad Argentina de Obesidad
y trastornos alimentarios, en donde desarrolla una
brillante tarea institucional para finalmente al can-
zar la Presidencia que ejercié durante estos dos l-
timos anos.

De Alberto quiero rescatar no sélo su bondad
personal, su ética y seriedad profesional sino su
mesura para exponer sus ideas y por sobretodo su
extraordinaria fuerza de voluntad, su compromiso
permanente con lo que €l consideraba su deber. Asi
lo recuerdo yo cuando ya aquejado por la enferme-
dad, igual continuaba atendiendo a sus pacientes y
desarrollando las actividades institucionales a las
cuales pertenecia.

Con estas palabras espero haber podido trans-
mitir lo mas fielmente posible la personalidad del
Dr. Alberto Livov, a quien hoy recordamos y des-
pedimos a través de la Sociedad Argentina de En-
docrinologia y Metabolismo

En nombre de todos los colegas te damos el
adios y te agradecemos haber compartido con no-
sotros todos estos anos

Tu amigo
Fernando Manuel Escobar
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Carlota Elena Guillén

30 de abril de 1948 - 22 de febrero de 2008

Gerardo Sarrtorio

El pasado 22 de febrero, tras una larga y peno-
sa dolencia, falleci6 la Dra. Carlota Guillén, Vocal
Titular de la actual Comisiéon Directiva y miem-
bro del Departamento de Bioquimica Endocrino-
logica de SAEM, desde su creacion. Egresada de
la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
UBA, ingresé poco tiempo después como beca-
ria al Centro de Medicina Nuclear del Hospital G.
Rawson, cuya direccién ejercia el Prof. Dr. Roberto
J. Soto, para trabajar junto al Dr. Manfred Weins-
tein. Finalizados sus periodos como becaria, conti-
nuo su carrera en dicho Centro como Bioquimica
de Planta y, a partir de 1978, por la desactivacion
del Rawson, en la Division Endocrinologia del
Hospital Jos¢é Maria Ramos Mejia. Su actividad
estuvo centrada, principalmente, en los aspectos
bioquimicos de la tiroides y, en especial en la au-
toinmunidad tiroidea siendo autora de numerosos
trabajos sobre el tema presentados en congresos

y publicaciones, tanto nacionales como internacio-
nales. Todos recordardn su activa participaciéon en
el Departamento de Bioquimica Endocrinologica,
del cual fue Coordinadora hasta hace poco tiem-
po. En el aspecto personal, quien haya conocido a
Loti jamds podra olvidar su personalidad tan par-
ticular, su simpatia y su compafierismo, su activa
participacion en todos los proyectos y la amistad
que supo brindar a quienes fuimos sus amigos.
Por ello, la recordaremos y extrafaremos con mu-
cho afecto.

Gerardo Sartorio
Presidente SAEM
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COMENTARIOS DE LIBROS

Endocrinologia y Metabolismo.
El caso como aprendizaje.

Coordinado y realizado por los Dres. Pablo Knoblovits, Juliana Fassi y Mariela Glerean con la colaboracion
de numerosos profesionales del Servicio de Endocrinologia, Metabolismo y Medicina Nuclear del Hospital
Ttaliano. Trascripcion del XIII Encuentro de Endocrinologos

Coleccion de Vinetas Clinicas, bajo la Direccion del Dr. Esteban Rubinstein

Publicado por: Delbospitalediciones, ario 2006

Los autores presentan diversos cuadros endocrinolégicos y/ metabdlicos a través, en la mayoria de los
casos, de la presentacion de casos clinicos, sus aspectos diagnésticos mediante la discusion del cuadro
clinico, de los analisis de laboratorio y sus resultados de acuerdo a la técnica empleada, valorando la mejor
de ellas y los hallazgos en los estudios de imagenes discutiendo sus ventajas e inconvenientes, incluyendo
en cada caso opiniones de distintos investigadores. Se analizan los posibles diagnésticos diferenciales, el
diagnéstico definitivo y su posible etiologia. Finalmente, se presentan los distintos tratamientos disponibles
explayandose sobre la conveniencia de la aplicacion de los mismos, destacando la causa de eleccion de
acuerdo a las caracteristicas del cuadro, a la edad, sexo y otras caracteristicas del paciente como pubertad,
embarazo, etc.

Los temas tratados son:

-Acromegalia: diagnostico y tratamiento

-Analisis critico del consenso de Rotterdam para el diagndstico del sindrome de ovarios
poliquisticos (SOP)

-Controversias en el manejo del ciancer diferenciado de tiroides:

-Déficit de testosterona en el hombre mayor: clinica y tratamiento

-Diabetes y embarazo

-Genitales ambiguos

-Hipocalcemia

Estos temas se desarrollan en un opusculo con referencias bibliograficas actualizadas ninguna referencia
local en forma amena a través de preguntas y respuestas. Leyéndolo me vino a la memoria algo leido hace
mas de 50 anos, un libro sobre temas de la especialidad a través de la presentacion de casos clinicos escrito
por Gregorio Marafién y Pasadillo

Considero que serd de gran utilidad a endocrinélogos y clinicos para refrescar conocimientos y estrate-
gias ante casos clinicos alejados de su practica habitual.

Osvaldo J. Degrossi



REGLAMENTO DE PUBLICACIONES

La Revista Argentina de Endocrinologia y Metabolismo publi-
ca trabajos nacionales y extranjeros originales (clinicos o experi-
mentales de endocrinologia y metabolismo); incluyendo ademas
como trabajos originales los referidos a casuistica; comunicacion
de casos clinicos y comunicaciones rapidas. Habra ademas cartas
al editor, publicaciones de endocrin6logos argentinos realizadas
en revistas extranjeras, andlisis de nuevas revistas, comentarios de
libros y Ateneos Interhospitalarios.

1+ Trabajos originales: Deberan reunir las siguientes condicio-
nes: 1) Los trabajos deberdn ser escritos en castellano, a maqui-
na, en hojas numeradas correlativamente y de un sélo lado, con
margen de cuatro centimetros, a doble espacio, por triplicado.
2) Titulo: En la primer hoja del manuscrito se pondrad el titulo,
el cual deberad ser preciso reflejando el contenido principal del
articulo, en la misma hoja los autores deberdn identificarse por el
apellido seguido de las iniciales de sus nombres. Se identificara
el lugar de trabajo o los lugares de cada uno de los autores si el
mismo se realizé en forma cooperativa. Se precisard la direccion,
numero de teléfono, Fax y correo electrénico del autor a quien se
deba dirigir la correspondencia inherente al trabajo. Se agregara
un titulo abreviado para cabeza de las pdginas interiores de no
mas de 30 caracteres y hasta 5 palabras clave en espanol y 5 en
inglés. 3) Se mantendra el siguiente ordenamiento: a) Resumen
en castellano e inglés; b) Introduccion; ¢) Material y Métodos; d)
Resultados; e) Discusion y ) Bibliografia. 4) Tablas: Las tablas o
cuadros, presentados en hojas separadas deberan estar numeradas
correlativamente con nimeros romanos, ser com prensibles por si
mismas y poseer un texto claramente explicativo de su contenido.
5) Figuras: Las fotografias, fotomicrografias, radiografias, etc. seran
efectuadas en papel brillante, nitidas y de tamafio uniforme (9 x
10 cm) numeradas correlativamente en nimeros ardbigos, llevan-
do una leyenda suficientemente explicativa en hoja aparte. Las
fotografias color, serdn publicadas a costa del autor. 6) El Resumen
serd claro y conciso, sin bibliografia. Contendra solamente datos
demostrados en el trabajo y su extension serda de 150 a 200 pala-
bras. Debera, ademas, escribirse un resumen en inglés, que podra
ser mds extenso y explicativo (de hasta 700 palabras), con titulo
completo y referencias a las tablas, figuras y citas bibliograficas
correspondientes al texto en castellano. El resumen ampliado en
inglés resulta de singular importancia para los autores dado que
el mismo serd incorporado a Internet. 7) Bibliografia: Las citas bi-
bliograficas se hardn en el texto mediante nimeros y se ordenarin
correlativamente al final del trabajo por orden de aparicién. Para
las abreviaturas de las Revistas se seguirdn las recomendaciones
del "World List of Scientific Periodicals", adaptindose el siguiente
orden: a) namero correlativo; b) apellido completo e iniciales de
los 3 primeros autores. Si hay mas se pone "y col."; o) titulo del
trabajo; d) abreviaturas del nombre de la revista; e) volumen, pagi-
na inicial y final, ano. Si se trata de una libro: a) autor; b) titulo; ©)
editorial; d) lugar de impresion; e) pagina inicial y final f) ano. Si

se trata de un capitulo de un libro: a) autor del capitulo; b) titulo
del capitulo; o) titulo del libro; d) autores del libro; e) editorial; )
lugar de impresion; g) pagina inicial del capitulo; h) ano.
Ejemplos:

1) Quabbe, H.J. Treatment of acromegaly by transphenoidal ope-
ration. 90-yttrium implantation and bromocriptine: results in 230
patients. Clin Endocrinol (Oxf) 16: 107- 119, 1982.

2) Muls, E.; Rosseneu, M.; Lesaftre, E. y col. Serum lipids and apo-
lipoproteins A-1, A-II and B in primary hypothyroidism before and
during treatment. Eur J Clin Invest 14: 12-15, 1984.

3) Yen, S.S.C,; Jaffe, R.B. Reproductive Endocrinology (Third Edi-
tion). W.B. Saunders Company, Philadelphia, USA, 1991.

4) Catt, K.J.; Dufau, M. L. Gonadotropic hormones: biosynthesis,
secretion, receptors and actions. En: Reproductive Endocrinology
(Third Edition). Yen, S.S.C.; Jaffe, R.B. W.B. Saunders Company,
Philadelphia, USA, pag. 105, 1991.

h) Abreviaturas y simbolos: Se aconseja evitar los abusos comu-
nes en el empleo de las abreviaturas y en todo caso explicar su
significado en el texto o al pie de las tablas. Los simbolos y abre-
viaturas de medidas, etc. se expresardn de acuerdo a la Comision
de Simbolos, Unidades y Nomenclaturas de la Union Internacional
de Fisica.

2¢Trabajos de casuistica: (las mismas condiciones que para
los trabajos originales): Se considerardn como trabajos de casuis-
tica aquellos que efectien conclusiones sobre los resultados del
estudio clinico, de laboratorio o terapéutico, siempre que aporten
algin nuevo aspecto sobre el tema.

3+Comunicacion de Casos clinicos: Las mismas condicio-
nes que para los trabajos originales mas las que se detallan a
continuacion: La longitud no debera exceder 4 paginas. Constard
de titulo, resumen en espanol e inglés, introduccion (centralizada
en el interés en la descripcion de una nueva fisiopatologia, o por
incrementar la casuistica internacional por lo infrecuente de la
patologia del caso, o por aportar nuevas conductas terapéuticas o
nuevas modalidades diagndsticas), historia clinica, descripcion del
paciente, métodos diagndsticos y en aquellos casos que por las
caracteristicas del caso lo requiera, describir los métodos terapeu-
ticos y evolucion. Se realizard un comentario final.

4*Comunicaciones rapidas: Contiene informaciones nue-
vas de suficiente significacion para los endocrinélogos que re-
quiera una rdpida publicacion. No deberdn exceder 3 paginas de
tamano oficio mecanografiadas a doble espacio, incluyendo en
las mismas texto, figuras, tablas y bibliografia. Constaran de titulo,
resumen en inglés, introduccion, material y métodos, resultados
y discusion.

5eActualizaciones y revisiones: Serin solicitadas por el Edi-
tor. Se mantendra el siguiente ordenamiento: a) Resumen en caste-
llano e inglés; b) Introduccion; ¢) Conclusion; y d) Bibliografia.
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El resumen en Inglés de los trabajos enviados para su pu-
blicacion seran incluidos en los items 2 a 5, se recomienda sea
de las caracteristicas indicadas en el item 1) por las razones alli
expuestas.

6eCartas al editor: No deben exceder 1 pagina tamario oficio
mecanografiada a doble espacio incluyendo texto y bibliografia.
Las mismas se referirin a comentarios sobre trabajos publicados
por otros autores en la RAEM. El Director de la RAEM enviara dicha
Carta al autor principal del trabajo referido para que tenga la opcion
de contestarla, debiendo hacerlo dentro de los 20 dias corridos de
recibida. La réplica debera seguir los lineamientos generales preci-
sados en este item. Tanto la Carta al Editor como su contestacion, si
la efectuare el autor del trabajo, se publicardn en el mismo nimero
de la RAEM. La Carta al editor y su respuesta seran publicadas sin
ser sometidas a arbitraje por el Comité de la RAEM. Las cartas al
editor también podran estar referidas a comentarios sobre temas
profesionales, preferentemente en relacion a articulos aparecidos
en la RAEM. En estos casos el Editor se reserva el derecho de publi-
cacion de aquellas consideradas pertinentes.

7 *Publicaciones de endocrindlogos argentinos en revistas ex-
tranjeras: Todos aquellos autores que lo deseen podran presenter
trabajos publicados en los 2 tltimos anos, total o parcialmente, a
su criterio, para ser reproducidos en nuestra revista. El autor soli-
citara autorizacion al Editor responsable.
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8¢Analisis de nuevas revistas y comentarios de libros:
No deberi exceder las 2 paginas tamafo oficio mecanografiadas a
doble espacio. No deberan incluirse figuras, tablas o bibliografia.

9+ Ateneos interhospitalarios: Se publicaran todos aquellos
que el Comité Editorial considere aptos en cuanto a la forma de
presentacion, la cual debera incluir una exhaustiva discusion.

10+ Pedido de apartados: Los autores que deseen copia de
su trabajo deberin solicitarlas al devolver la prueba de pagina. El
costo correrad por cuenta del autor.

11+ Consideraciones generales: a) Bajo ningin aspecto se
aceptaran como originales, trabajos publicados, en prensa o que
hayan sido enviados simultaneamente a mas de una revista. b) El
material publicado en esta revista no podra ser reproducido total
o parcialmente sin previa autorizacion del Comité Editorial. ¢) La
revista no se hace responsable de las opiniones emitidas por los
autores.

12+ Vifietas Historicas “Prof. Dr. Abraham Guitelman”: No de-
bera exceder las 2 paginas tamano oficio mecanografiadas a doble
espacio. Dichas vifietas conformaran un espacio anexo y enrique-
cedor del acervo cultural, agregando una nota distinta, humana y
espiritual, en una publicacion cientifica.

13+ Los autores deberdn enviar un diskette de computadora
(3.5”) conteniendo el texto completo de cualquier tipo de ma-
nuscrito que se presente para su publicacion. Utilizar solamente
computadoras IBM compatibles. Secretaria y administracion:



