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RESUMEN

Introduccion: La Preeclampsia estd asociada con un incremento de la respuesta inflamatoria; dos moléculas
asociadas a este proceso son la PCR e IL-6. En la deteccion de los niveles séricos de estas moléculas, existen
factores preanaliticos que pueden modificar su concentracion. El presente estudio, busca establecer si existe
variabilidad en niveles de IL-6 y PCR segun los tiempos de separacion y temperatura de almacenamiento,
en muestras de primigestantes preeclampticas y controles sanos. Metodologia: Se extrajo sangre periférica,
usando dos tubos (A y B) de 7 ml, sin anticoagulante. El tubo A se refrigerd a 4°C por siete dias, al termino
se centrifugd y almaceno a -70°C. El tubo B fue centrifugado inmediatamente y fraccionado, la primera
fraccion (B1) se almacend a -70°C (tubo de referencia), mientras que las demads se refrigeraron a 4°C y
se congelaron a -70°C al cabo de 15 dias, uno, dos y tres meses. Finalmente se cuantificaron los niveles
séricos de IL-6 y PCR. Resultados: Se cuantificaron 75 muestras para PCR y 58 para IL-6. Se encontraron
diferencias en las concentraciones de PCR dadas por la demora en la centrifugacion tras siete dias de
almacenamiento a 4 °C. En cuanto a la IL6, no se observaron diferencias significativas. Conclusiones: Las
concentraciones de PCR e IL-6, pueden variar por la exposicion a variables preanaliticas. En este estudio
corroboramos que los niveles séricos de PCR se alteran significativamente si la muestra es refrigerada sin
centrifugarse; para las demas variables analizadas no se evidencié cambio en la cuantificacion. Sallud
ULS2012; 44 (3): 25-30
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ABSTRACT

Background: Preeclampsia is associated with an increase in the inflammatory response; two molecules associated
with this process are the CRP and IL-6. In the detection of serum levels of these molecules, there are preanalytical
factors that can modify its concentration. This study seeks to establish whether there is variability in levels of IL-6
and CRP according to the times of separation and storage temperature on samples of preeclamptic primiparas and
healthy controls. Methods: Peripheral blood was drawn using two tubes (A and B) of 7 ml without anticoagulant. Tube
A was cooled to 4 °C for 7 days, at the end was centrifuged and stored at -70 °C. Tube B was centrifuged immediately
and fractionated, the first fraction (B1) was stored at -70 ° C (reference tube), while others were refrigerated at 4
° C and frozen at -70 © C after 15 days, one, two and three months. Finally, we quantified the serum levels of IL-6
and CRP. Results: 75 samples were quantified for CRP and 58 for IL-6. Differences in CRP concentrations found
given by the delay of centrifugation after 7 days of storage at 4 °C. With regarding to IL 6, there were no significant
differences. Conclusion: CRP and IL-6, may vary by exposure to preanalytical variables. In this study corroborate
that serum CRP levels are significantly altered if the sample is centrifuged without be chilled; for the other variables
analyzed showed no change in the quantification. Salutd ULS 2012; 44 (3): 25-30
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INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es una enfermedad compleja
que se caracteriza por ser un trastorno multisistémico
cuyos signos cardinales son hipertension y proteinuria;
se presenta solo en la gestacion humana y trae
consecuencias importantes para el nifio y la madre'. La
PE es una de las tres principales causas de mortalidad
materna en el mundo; en Colombia, seglin estadisticas
del Ministerio de Salud, ocupa el primer puesto en
mortalidad materna?, superando el 6 a 8% de prevalencia
mundial®, siendo una entidad con gran impacto en la
salud publica del pais®.

La PE es llamada la enfermedad de las teorias, donde
se han planteado diferentes mecanismos en su génesis
(genético, inmunolodgico, endotelial, inflamatorio,
entre otros), sin existir aun, total claridad sobre su
fisiopatologia®’. Existe interés en una posible relacion
entre inflamacion y PE, en donde se han asociado a
su etiologia biomarcadores tales como, el factor de
necrosis tumoral (TNF) alfa y las interleucinas (IL)
1, 6 y 1258 La IL-6 es una citoquina proinflamatoria
producida por fagocitos mononucleares, células
endoteliales, fibroblastos y células T; esta involucrada
en la activacion inmunitaria, la funcién de la pared
vascular y la modulacion de produccion del TNF alfa.
Numerosos informes indican que hay niveles elevados
de IL6 en el plasma de pacientes con PE, sugiriendo
un papel de esta citoquina en la fisiopatologia de la
enfermedad*” % 1°,

26

La IL-6, como proteina inflamatoria, incrementa
en forma aguda sus niveles séricos en respuesta a
diversos procesos patologicos, generando una respuesta
inflamatoria sistémica; asi favorece la expresion de
distintas proteinas de fase aguda, como la proteina C
reactiva (PCR)>7. La PCR es un pentamero producido
en gran parte en el higado’, siendo un marcador sensible
de procesos inflamatorios sistémicos y reconocido
actualmente como indicador de riesgo cardiovascular,
cuya concentracion circulante puede aumentar en
respuesta a estimulos inflamatorios® Esta proteina
también regula citoquinas proinflamatorias, en especial
la IL-6, viéndose las dos involucradas en el proceso que
explica la teoria inflamatoria de la PE® % 1112,

En el proceso de evaluacion de los niveles séricos
de proteinas como las antes descritas, hay factores
previos al proceso mismo de las muestras (variables
pre-analiticas), que pueden modificar sustancialmente
el valor hallado. Entre ellos se encuentran: el tipo de
anticoagulante utilizado, el tiempo que transcurre entre
la toma de la muestra y su procesamiento, el tiempo de
almacenamiento, los procesos de separacion empleados
o las condiciones de almacenamiento final de la
muestra, entre otros'®. Es importante determinar como
pueden afectar estas variables las concentraciones de los
biomarcadores, en especial en estudios de investigacion
a gran escala debido a que la captacion de pacientes
y el manejo de las muestras se realiza en diferentes
instituciones. De acuerdo a estudios previos, en los
que se analizd el comportamiento de los niveles de
IL-6 y PCR, la evidencia existente sobre el impacto de



Variables pre-analiticas que afectan la cuantificacion sérica de Proteina-C-

Reactiva e 1L-6 en primigestantes preeclampticas y controles sanos.

estas variables preanaliticas son diversas'4, incluyendo
algunas en las que no se encuentran diferencias en las
concentraciones de estos marcadores con relacion a
dichas variables'®.

GenPE es un estudio multicéntrico Colombiano de
casos y controles de gran envergadura, que busca
establecer los factores no convencionales relacionados
con la etiologia de la Preeclampsia (PE). Desde el afio
2000 se han captado pacientes en once centros de ocho
ciudades del pais, cuyas muestras, segiin su naturaleza,
son centrifugadas, separadas y congeladas. Detalles de
estos procedimientos pueden ser consultados en www.
genpe.org.

Dado que es posible la existencia de diferentes
condiciones de manipulaciéon, procesamiento y
almacenamiento de las muestras biologicas antes
de la determinacion de las concentraciones de los
biomarcadores, consideramos importante evaluar, en
muestras procedentes del estudio GenPE, pacientes
embarazadas con PE y gestantes normotensas, si hay
variabilidad en el valor determinado de IL-6 y PCR
segun el tiempo que demora la muestra en ser procesada
y segun el tiempo y la temperatura de almacenamiento
temporal.

METODOLOGIA

Se tomaron muestras de sangre de 34 primigestantes de
hasta 25 afios de edad, atendidas en dos instituciones
publicas de Bucaramanga, Colombia. Se incluyeron 17
pacientes con PE, definida como la presencia de presion
arterial >140/90 torr en dos tomas y proteinuria >300
mg en orina de 24 horas o una cruz por tirametria en
muestra al azar, luego de la semana 20 de embarazo.
Los controles fueron 17 gestantes normotensas con
embarazo a término (37 - 42 semanas), tomadas
después del caso en la misma institucion. El estudio
fue previamente aprobado por el Comité de Etica
de Investigacion de la UNAB y por las instituciones
donde fueron captadas las pacientes, quienes dieron su
consentimiento informado por escrito.

Una vez firmado el consentimiento informado, se
procedio a extraer sangre periférica por puncion venosa
antecubital usando dos tubos (A y B) de 7 mL, sin
anticoagulante (Becton Dickinson Vacutainer®, USA;
Ref #366431). Inmediatamente tomadas las muestras
fueron refrigeradas a 4 °C y transportadas en nevera
refrigerada al Laboratorio de Genética Molecular de la
UNAB para su procesamiento.

El tubo A se dejo refrigerado a 4 °C por siete dias, al
cabo de los cuales se centrifugé a 2000 rpm por 10
minutos con el fin de separar el suero, posteriormente
fue almacenado a -70 °C. El tubo B fue centrifugado
inmediatamente llegd al laboratorio y el suero se
fracciond en cinco tubos colectores con un volumen de
300 microlitos; el primer tubo colector (B,) se almacend
inmediatamente a -70 °C (tubo de referencia), mientras
que los demds se mantuvieron en refrigeracion a 4
°C, de la siguiente manera: quince dias (B,), un mes
(B,), dos meses (B,) y tres meses (B;), cumplido este
tiempo cada tubo colector fue llevado a congelacion a
-70 °C durante dos afos, posteriormente se realizé la
cuantificacion de los niveles de IL-6 y PCR por medio
de un ensayo inmunométrico quimioluminiscente en
fase solida (Immulite 2000®, Siemens, Los Angeles,
CA, USA).

El célculo de tamafio de muestra se realizé bajo errores
alfa de 0.05 y beta de 0.20 para un poder (p) de 0.80 y
error de 0.12 entre la alicuota inicial B, y las alicuotas
A'y B, a B,. Asi, la comparacion entre A 'y B, permite
establecer el efecto sobre los niveles de ambos analitos,
en relacion al almacenamiento de la muestra a 4°C antes
de su separacion; mientras que la comparacion entre
B, v las alicuotas B, a B, permite avaluar el efecto del
almacenamiento a 4°C de sueros separados, tal como
ocurre en algunos centros de captacion de GenPE fuera
de Bucaramanga.

El analisis estadistico se realiz6 por medio del software
Stata version 10.0. Dado que la gran mayoria de las
distribuciones analizadas no eran Gaussianas, se
presentan estos datos resumidos como mediana y
recorrido intercuartilico (RIQ). Para determinar la
existencia de diferencias entre las concentraciones
séricas de los biomarcadores segiin las condiciones
de separacion y almacenamiento, se utiliz6 la prueba
de igualdad de los signos de Wilcoxon para medidas
repetidas; en todos los casos se tuvo como umbral de
aceptacion una probabilidad a < 0.05.

RESULTADOS

De las 34 mujeres captadas; 17 primigestantes con PE
y sus respectivos controles sanos, solo en 19 se logro
un analisis substancial de muestras, para las diferentes
categorias, donde se analiz6 75 y 58 muestras para PCR
e IL-6.
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En la figura 1 se ilustra las concentraciones de PCR a
los dias cero y siete de refrigeracion a 4 °C. La media
(RIQ) de las concentraciones fueron para el dia cero de
7.3 (3.7 a 11.8) mg/L y para el dia siete de 7.4 mg/L
(5.0 a 12.9); esta diferencia es significativa (Z=-3.300,
p=0.001). Enlafigura 2 se presentan las concentraciones
de IL-6 en los mismos momentos; al dia cero, con previa
centrifugacion, se encontré una mediana de 11.8 mg/L
(7.3 239.1) mg/Ly al dia siete de 10.8 (7.8 a 32.1), pero
esta diferencia no fue significativa (Z=0.501, p=0.617).
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Figura 1. Variacion de los niveles de PCR luego de 7 dias de
refrigeracion a 4°C sin centrifugar.
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Figura 2. Variacion de los niveles de IL-6 luego de 7 dias de
refrigeracion a 4°C sin centrifugar.

Se analizd si la concentracion de PCR luego de ser
centrifugada, variaba con el tiempo de refrigeracion;
en donde se encontr6 diferencias significativas en
la concentracion del biomarcador en los periodos
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comprendidos al tiempo cero y a las posteriores
mediciones (tabla 1 y figura 3), fenémeno que no se
evidencio en la IL-6 (tabla 2 y figura 4), por lo que no
presenta significancia estadistica.

Tabla 1. Variacion de los niveles de PCR luego de
centrifugado y almacenado a -70°C en diferentes intervalos
de refrigeracion.

Significancia del

cambio frente al

Dias n Mediana RIQ tiempo O (Z; p)
0 19 7.3 37allg -
15 11 10.6 72al33 -2.135; 0.033
30 10 9.5 7.0a11.8 -1.838; 0.068
60 9 9.1 71all2 -0.867; 0.387
90 7 10.6 7.0all8 1.604; 0.109
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Figura 3. Variacion de los niveles de PCR luego de
centrifugado y almacenado a 4°C en diferentes intervalos de
refrigeracion.

Tabla 2. Variacion de los niveles IL-6 luego de centrifugado y
almacenado a -70°C en diferentes intervalos de refrigeracion.

Significancia del

cambio frente al

Dias n Mediana RIQ tiempo O (Z; p)
0 19 11.8 7.3a39.1 -
15 6 8.9 2.5a36.0 0.524; 0.600
30 5 7.6 34a36.3 0.734; 0.463
60 5 10.0 53a36.3 1.483; 0.138
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Figura 4. Variacion de los niveles de IL-6 luego de
centrifugado y almacenado a 4°C en diferentes intervalos de

refrigeracion.
DISCUSION

Tanto la PCR como la IL-6 son marcadores de fase
aguda, sus concentraciones en suero o plasma pueden
llegar a ser modificadas mediante la exposicion a
diferentes variables preanaliticas como temperatura
y tiempo de almacenamiento, entre otras. El presente
estudio se realizd con el fin de investigar si estas
variables pueden alterar las concentraciones de ambos
marcadores estudiados en mujeres con PE y controles
sanos. Se encontraron diferencias en las concentraciones
de PCR dadas por la demora en la centrifugacion tras
siete dias de almacenamiento a 4 °C. En cambio, con
el paso del tiempo en suero almacenado a 4°C hasta
por 90 dias no se alteraron dichos niveles. En cuanto
a la IL6, no se observaron diferencias con respecto
al tiempo de la muestra y su centrifugacion, ni en los
tiempos de refrigeracion.

Flower et al investigaron las diferencias en los niveles
séricos de IL-6 y otras moléculas comparadas en
diversas variables preanaliticas, encontrando que no
existian cambios significativos en las concentraciones
después de seis ciclos de congelacion y descongelacion.
Plantean que esto se debe a que la molécula posee
gran estabilidad estructural'®. Por otro lado, Aziz et al
evaluaron el papel de las variables preanaliticas (tipo
de muestra, tiempo de procesamiento y condiciones de
almacenamiento) y el impacto sobre las concentraciones
de PCR, sin que encontraran variables preanaliticas
relevantes, al punto que concluyen que las muestras
de suero o plasma para evaluacion de PCR pueden
almacenarse a 4 °C durante periodos cortos de tiempo
6 a -70 °C durante periodos mas largos".

Se debe tener presente que en nuestro trabajo no se
alcanzaron a analizar todas las muestras. Ademas,

es posible que las conclusiones se vean influenciadas
por un potencial sesgo, ya que las muestras se
mantuvieron congeladas durante dos afios antes de ser
analizadas, y no fue posible establecer el efecto de este
almacenamiento sobre la validez de las mediciones. Sin
embargo, existen estudios que demuestran que dichos
tiempos de almacenamiento no generan cambios en
las concentraciones y si existiera estd impactando por
igual a todas las muestras, lo que representa un sesgo
no diferencial'> !> 16,

Gracias al estudio realizado en el presente trabajo, se
pudo comprobar que los niveles séricos de PCR se
alteran significativamente si la muestra es refrigerada
sin centrifugarse, pero éste cambio no se evidencia con
las concentraciones de IL-6. Por otra parte, el tiempo
entre centrifugacion y separacion de la muestra y la
congelacion permanente a -70 °C no afecta los niveles
séricos de PCR e IL-6. Estos datos son aplicables a
estudios de igual indole, que estin considerando la
medicion de marcadores inflamatorios, con el objetivo
de afianzar la necesidad de controlar las variables pre-
analiticas o ajustar por ellas al momento de hacer los
analisis estadisticos respectivos.
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