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Ejercicio fisico y el riesgo de
cancer hepatico

Otro inicio, una nueva etapa colmada de pro-
yectos. Este 2023 trae esperanzas en el camino de
doce mesesfrente anosotros.

Enesteinicioacompafiamos a nuestros lectores.

Encabezando esta edicidn, la importancia de la
actividad fisica en el cancer hepatico como un com-
ponente esencial enla evolucidon terapéutica.

Por otra parte, el rol de la vitamina D en el meta-
bolismo de paciente pediatricos con diabetes tipo1.

Una interesante investigacion sobre PCR multiplex,
una herramienta cada dia mas extendida en los
laboratorios.

En este mes no encontraran un caso clinico, seran dos.
Ambos asociados a neoplasias hematolégicas donde
el seguimiento clinicoresultd esencial.

Felices de seguir juntos un afo mas, les deseamos un
productivo 2023.

“La mayoria de las ideas fundamentales de la
ciencia son esencialmente sencillas y, por regla general
pueden ser expresadas en un lenguaje comprensible
paratodos” (Albert Einstein)

Dra. Paola Boarelli
Directora de Contenidos
contenidos(@revistabioanalisis.com
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Ejercicio fisico y el riesgo de cancer hepatico

>>> No es ningun secreto que el ejercicio fisico es uno de los pilares de la salud,

ayudando aprevenir enfermedades, mejorar eltratamientoy a evitarrecaidas
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RESUMEN

Introduccion. El higado es el mayor érgano sélido,
desempefia muchas funciones en el cuerpo. El

ejercicio fisico es valorado como una intervencion
no farmacoldgica eficiente en el fomento del bie-
nestar fisico, mental y funcional de pacientes con
cancer.

Objetivos. Determinar los efectos del ejercicio
fisico en el cancer hepatico y sintetizar estudios
prospectivos sobre la asociacidon de la actividad
fisicay el ejercicio fisico con el riesgo de cancer de
higado.

Metodologia. Revision sistemdtica con analisis
retrospectivo y descriptivo de articulos cientificos
publicados en bases de datos indexadas de enero
del afio 2008 ajunio del 2019. Asi mismo, sellevd a
cabo la seleccién y evaluacidon de los archivos por
medio de la Declaracion de PRISMA, PICO, Co-
chraneyescalade PEDro.

Resultados. Se encontrd que la actividad fisica se
asocia con un riesgo reducido de desarrollar can-
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ceres de higado (1C95%: 0,380,80). El ejercicio
aerdbico redujo los lipidos hepdticos (grasa he-
patica 8.9%3.2 a 5.6+1.8%; p <0.05, grasa visceral
54,7+6,0 a 49,6+5,5cm2; p <0,05) y el ejercicio de
resistencia aumentd la sensibilidad a la insulina
(5.9%5.9 @ 4.6%4.6 VS 4.72.1 A 5.1%¥2.5; p<0.05),
mejord la flexibilidad metabdlica (-0.0206+0.010
VS 0.004+0.003; p<0.05).

Conclusiones. La actividad fisica y el ejercicio
representan un papel importante dentro de Ia
enfermedad del cédncer, ya que se asocia con un
menor riesgo de desarrollarlo, asi como aminorar
la sintomatologia que conlleva en especial el
cancer hepatico.

Palabras clave: neoplasias; cancer hepatico; ejer-
cicio fisico; enfermedad del higado graso no
alcohdlico

>>> INTRODUCCION

La palabra cancer abarca una considera-
ble cifra de enfermedades que se distinguen por el
aumento de células anormales, que se dividen,
creceny sedispersansin control en cualquier parte
del cuerpo. Asi mismo, las células normales se
separany mueren en un tiempo determinado®. Sin
embargo, la célula cancerosa o tumoral “pierde” Ia
posibilidad de morir y se divide casi sin restri-
cciones. Por ende, la reproduccién de las células
llega a crear masas, definidas como tumores o
neoplasias, que en su desarrollo pueden deshacer
y reemplazar a los tejidos normales®. Para esto, se
cree que los canceres mas frecuentados (estima-
dos en 2018, ordenados descendentemente) son
el Cancer de seno, colorrectal, prdstata, pulmadn,
tiroides, estomago, vejiga, cervicouterino, linfoma

no Hodgkin®.

Por otro lado, conforme al informe “Las
cifras del cancer en Espafia 2017”” comunicado por
SEOM1, laincidencia calculada de cancer hepatico
en Espana fue de 5862 casos (4252 varones y 1610
mujeres) deduciendo el 2.4% de todos los cdnceres
y el noveno por orden de frecuencia. Cabe resaltar
que, entre el 60 y el 90% de los hepatocarcinomas
estan relacionados a cirrosis, causa por el cual las
células dafiadas del higado son sustituidas por
tejido cicatricial. Por ende, el consumo de alcohol,
es el origen no virico que principalmente puede
causar cirrosis®. Otras con menorincidencia sonla
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aglomeracién excesiva de hierro en el higado
(hemocromatosis), las aflatoxinas procedentes de
un hongo capaz de contaminar ciertos alimentos,
la desnutricidn, y el polvo de cloruro de vinilo
(relacionado mds comidnmente con el angiosar-
coma)”. También, las infecciones crénicas causa-
das por el virus de la hepatitis B y de la hepatitis C,
ocasionadas por cirrosis son dos factores usual-
mente asociados al desarrollo del cancer de
higado. De hecho, los individuos portadores del
virus de la hepatitis B, corren un riesgo de desa-
rrollar cancer primario de higado alrededor de 100
veces superioral delapoblacién general®.

Por otro lado, el ejercicio fisico es valora-
do como una intervencién no farmacolégica efi-
ciente en el fomento del bienestar fisico, mental y
funcional de pacientes con cancer®. Para esto, exi-
sten diferentes maneras de entrenamiento como
por ejemplo ejercicio aerdbico, de resistencia y
flexibilidad”. Habria que decir también, que la
ganancia de la actividad fisica (AF) para pacientes
oncolégicos puede ser tanto fisioldgicos como
psicoldgicos. Puesto, que en actualidad, se tienen
bien definidos y basados por la evidencia que
integra la AF en proyectos de intervencion reali-
zados con ejercicios para pacientes, durante y
luego de los tratamientos antineopldsico®. La
prescripcion de ejercicio en pacientes con cancer
tiene que ser personalizada, teniendo en cuenta
los efectos del cancer y del tratamiento en la
capacidad funcional, en consideracién al modo,
intensidad, duracion, frecuencia y progresion del
ejercicio®.

Sobre los programas de ejercicio, se dice
que tanto ejercicio aerdébico (EA) como el ejercicio
de resistencia (ER), pueden favorecer a la capa-
cidad cardiorrespiratoria, disminuir diversas con-
diciones asociadas al sindrome metabdlico y a la
supresidn de peso. Sin embargo, se considera que
el EA es mas eficaz en disminuir la grasa visceral y
mejorar la resistencia a la insulina, aunque el ER
tendria mejor tolerancia y adherencia®. Dicho
todo lo anterior, se plantea como pregunta de
investigacion de la presente investigacion: ;Cuales
son los efectos del ejercicio fisico y su asociacién
con el riesgo de cancer hepatico? Y, por ende, el
objetivo de este estudio fue determinar los
efectos del ejercicio fisico en el riesgo de cancer
hepatico.



>>> MATERIALESYMETODOS
Disefio

Se llevd a cabo una revision sistematica
con andlisis retrospectivo y descriptivo de articulos
cientificos publicados en bases de datos indexadas
de enero del afio 2008 a diciembre del 2019. Todos
los estudios con seres humanos tenian un consen-
timiento informado y la aprobacién para que los
datos se utilizaran parafines académicos.

Para la elaboracidén de la revisidn siste-
matica se tomaron en cuenta las recomendaciones
de la colaboracién Cochrane. Asi mismo, se llevd a
cabo la seleccidn de los archivos por medio de los
ftems para la inclusidon de estudios para las revi-
siones sistematicas de la Declaraciéon de PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses)"”.

Se realizd la busqueda de estudios en las

bases de datos Ebsco, Scielo, Medline, Medscape,
PubMed Central, EMBASE, Redalyc, DOAJy OVID.
Ademas, se revisaronrevistas especializadas como
la National Cancer Institute, American Cancer Socie-
ty, Sociedad Espaiola de Cancerologia (SEOM),
Journal American Medical Association (JAMA),
Journal of Internal Medicine, American College Sport
of Medicine, American Physical Therapy Association
(APTA).

En cuanto a la estrategia de bulsqueda,
combinando el uso de operadores booleanos AND
y OR, fue la siguiente: (cancer and physiotherapy)
OR sedentary lifestyle and physioterapy) OR
oncology and physiotherapy) OR physiotherapy in
oncology) AND sedentary lifestyle)) OR sedentary
lifestyle in cancer) AND Exercise and cancer). Y de
igualmanera en elidioma espafiol.

En el método de indagacion en la litera-
tura se confind a investigaciones publicadas entre
enero del afio 2008 a diciembre del 2019 eninglés y

Analisis
multidisciplinarios
de alta complejidad.

Clinico humano
Bromatoldgico

Veterinario
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espafiol.

La seleccidn de articulos establecidos fue
al principio de la investigacién con la finalidad de
ubicar con eficacia la asociacién entre el ejercicio
fisico y el cancer hepatico, haciendo uso de los
estudios relacionados con el tema ainvestigar. Los
articulos seleccionados debian ser publicados
entre Enero del afio 2008 a diciembre del 2019,
donde la muestra y revision fuera en seres huma-
nos y animales que los resultados definieran:
(Cudles son los efectos del ejercicio fisico y su
asociacion conelriesgo de cancer hepatico?

No se filtraron datos conreferente a sexo,
tipo de poblacién, ni etnia y un autor (J. P-R.)
verificd el cumplimiento de las recomendaciones
éticas para la investigacion en humanos en cada
uno de los estudios incluidos. Del mismo modo, se
excluyeron documentos que luego de una valora-
cién del titulo, resumen y palabras clave que no
tenias las caracteristicas de aprobacidn. Por ulti-
mo, se establecié un formulario para el Study
eligibility form de acuerdo con el sistema PI1CO (P:
Pacientes con cancer hepatico, I: Ejercicio, C: No
ejercicio u otrasintervenciones, O: Asociaciéon o no
del ejercicio con el cdncer hepatico) para la prac-
ticadela Medicina Basadaen Evidencias.

Datos tales como el tipo de poblacidn, los
grupos de intervencidon y control, procedimiento
quirdrgico, tiempos del programa de rehabilita-
cién, frecuencia de laintervenciény los resultados
obtenidos fueron extraidos de los estudios reco-
lectados con anterioridad, efectudndose de esta
manera, una sintesis narrativa. Ademas, se llevé a
cabo la recabacién de informacién de forma
sistematica y homogénea por medio de la base de
datos “Excel” de datos demograficos, tamafio de
la muestra, nimero de pacientes incluidos y
excluidos, periodo de seguimiento, particulari-
dades previas y después a la intervencion objeto
de estudio.

La particularidad metodoldgica de las
investigaciones fue valorada la evaluacién del
riesgo de sesgo de la Colaboracion Cochrane. Me-
diante esta herramienta se definié el sesgo en la
eleccidn de estudios frente a los criterios de sele-
ccién de los estudios y pérdidas de documentos.
Por otro lado, también se determind el sesgo de
deteccidn, informacidny otros sesgos (fuentes de
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obtencidén de la informacidn, cantidad, naturaleza
y manejo de los documentos, otros). Ademas, el
riesgo de sesgo fue valorado mediante la escalade
PEDro™ (en inglés Physiotherapy Evidence Data-
base).

Para los estudios anexados se pretendid
quelosindividuos tuvieran por encimade 18 afos y
conun diagndstico confirmado de cancer de hepa-
tico sin importar la tipologia, prondstico o carac-
teristicas sociodemograficas.

—>>> RESULTADOS

Se identificaron inicialmente 8.180 docu-
mentos tras indexar los descriptores médicos
mencionados anteriormente. Después de un pri-
mer filtro tras la revisién del afio de publicacién
quedaron 7410 estudios. Por otro lado, tras la revi-
sion de los mismos y, ver que no cumplian con los
criterios de inclusién, fueron descartados de la
seleccion, para posteriormente, evaluar los textos
completos de 25 estudios potencialmente elegi-
bles. De estos, 22 estudios™*” cumplieron con los
criterios antes mencionados (Figura 1) y se inclu-
yeron en la presente revision sistematica (Tabla1y
2) conunamuestra poblacional de2.936.533.
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Calidad de la evidencia: Resaltamos que el
100% de los estudios seleccionados obtuvieronuna
calificacidon de alta calidad metodoldgica y bajo
riesgo de sesgo por sus calificaciones mayoras en
la escala PEDro. Debido que segtin Moseley et al.*”
toda investigacion con un resultado post escala
PEDro de igual o mayor a 5/10 pueden ser consi-
derados como estudios de alta calidad metodo-
|6gicay bajoriesgo desesgo (Tabla1).
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>> Tabla 1. Escala de PEDro para la evalua-
cién de la calidad metodoldgica de los estudios
incluidos enlarevision(n=22).

Reference P1P2 P3P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 Total
Arem et al(13) +- -+ - - - + + + + 6
Baumeister et + - - + - - - + + + + 6
a|(14)

Inoueetal.’® 4+ - - 4+ - - - 4+ + + 4 6
Moore etal ® 4+ - - 4+ - - - 4+ 4+ 4+ 4 6
Yun Hoetalt!y + - - 4+ - - - 4+ + + 4+ 6
Wen Chi-Panget + - - + - - - + + + + 6
alt®

Koya et al*? +- - + - - -+ + o+ 6
Aguiare Silvaet + + - + + - - + + + + 8
altzo)

Piguet et al@!) +4+ -+ 4+ - =~ = 4+ + 4+ 7
Arem et al (22) + 4+ - + - - - + 4+ + o+ 7
Wen CPetall®® + + - + + - - + + + 4 8
Behrens G. e +- - + - - - + + + 4 6
alz9)

Kaibori M. et + - - + - - - + + + + 6
a|l25)

Johnson NA et + + - + + - - + + + + 8
a|{26)

Van der Heijden + + - + - - - 4+ + + + 7
GJ et alz)

Hallsworth K. et + - - + - - - + + + ¢ 6
a|(28)

Zelber-SagiS.et + - - + - - - + + 4+ 4 6
a|(29)

BaeJC.etal®® + + - + - - - + + + 4+ 7
Kistler KD. et 4+ + + + - - - + + + + 8
al3n

Krasnoff JB. et + + - + - - - + + + + 7
al2)

HannukainenJC. - + - + - - - + + + + 6
et al®

St George AL et + - + + - - - + + + + 7
al39

PEDro (Physiotherapy Evidence Database): + Si; No.

P1: Criterios de eleccién (Este criterio influye en la validez externa, pero
no en la validez interna del

Dieta: En la actualidad, hay evidencia
cientifica escasa para la distribucion de prefe-
rencias dietéticas como carne, vegetales o mezcla
de vegetales y carne (p= <0.001)™". Por otro lado,
un estudio japonés mostrd relacion entre la inges-
ta combinada de carney verduras conlaincidencia
de cdncer de colon(enlos hombres, las razones de
riesgo para el segundo, tercer y mas alto cuartil
fueron 1.00 1C95%: 0.90, 1.11), 0.96 (1C95%: 0.86,
1.07)y 0.87(1€95%: 0.78,0.96)"".

Tipo de entrenamiento: El entrenamiento
de natacion mejoro en cuestion al peso corporal y
la grasa corporal (entrenados con dieta baja en
grasa380.4+9.33vs 460.3%15.3,no entrenados con
dieta baja en grasa 382.0+8.58 vs 411.1£15.4),
normalizd los niveles de colesterol total, se indica
que el protocolo de entrenamiento de natacidn
como resultado del ejercicio posterior al
acondicionamiento puede atenuar la carcinogé-
nesis hepatica bajo unrégimen dietético adecuado
con una ingesta reducida de grasas(20). Por otro
lado, el ejercicio aerdbico redujo los lipidos hepa-
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ticos (grasa hepdtica 8.9+3.2 a 5.6+1.8%; p=<0.05,
grasa visceral 54.7+6.0 a 49.6%+5.5Cm2; p=<0,-
05)**” en cambio en el ejercicio de resistencia
aumentd la sensibilidad a la insulina (5.9%5.9 a
4.6%4.6 Vs 4.7+2.1 a 5.1%¥2.5; p<0.05) mejord la
flexibilidad metabdlica (-0.0206+0.010 vs 0.00-
4+0.003; p<0.05) y hubo una mayor tasa de activi-
dad asociada con menor prevalencia en enferme-
dad del higado graso no alcohdlico (NAFLD)

(p>o.05)(28'3°).

Tiempo de seguimiento: Ahora bien, en
un tiempo de seguimiento de 18 meses con pura
actividad fisica en los tiempos libres tuvo una
asociacion con la disminucién del cancer hepatico
(razén de riesgo 0.89 [1C95%, 0.82-0.97])", a com-
paracion de un tiempo de 32 semanas de actividad
fisica(1.8 0.8 vs.2.8 +2.3)%",

Riesgo: Se encontrd que la actividad fisica
se asocia con un riesgo reducido de desarrollar
canceres de higado en la préxima década (1C95%:-
0.38-0.80). Esimportanteresaltar que el riesgo era
independiente de otros factores de riesgo de
cancer de higado, y no varié por edad, género, el
habito de fumar, el peso corporal y el consumo de
alcohol (p<0.001)". Por otra parte, la actividad
fisica en el tiempo libre, dependiendo al tipo de
intensidad de cada persona (moderada, de 3 MET
o0 vigorosa), se asocia a un menor riesgo de cancer
y esto, incluye a personas con sobrepeso u obe-
sidad (p=0.04 heterogeneidad p=0.02)".

Por otro lado, el impacto de la actividad
fisica diaria sobre el riesgo de cancer se observd
una disminucién del riesgo con mayor claridad en
las mujeres (odds ratio fue de 0.93; 1C95%: 0.82,
1.05), 0.84 (1C95%: 0.73, 0.96) y 0.84 (1C95%: 0.73,
0.97. p=0.007) que en los hombres (1C95%: 0.90,
1.11), 0.96 (1C95%: 0.86, 1.07) y 0.87 (1C95%: 0.78,
0.96. p=0.005) especialmente entre los ancianos y
aquellos que regularmente participan en deportes
de ocio o ejercicio fisico. Segun la ubicacién, dismi-
nuyeron el riesgo para cancer de colon, higado y
pancreas en los hombres y para el cancer de
estémago enlas mujeres (p=0.158 vs 0.519)™.

Actividad fisica: Una técnica que es
sugerida durante la hospitalizacién para el trata-
miento del carcinoma hepatocelular, es el ejercicio
terapéutico, el cual mejord la capacidad fisica sin
empeoramiento de la funcién hepética (p<0.05)".



También, un estudio con 10 ratones y ejercicio por
32 semanas, donde se inicid corriendo sobre una
cinta rodante y su velocidad fue gradual. Estos
datos muestran un efecto beneficioso del ejercicio
regular sobre el desarrollo de carcinoma hepato-
celular (Odds ratio 0.55 (1C95%: 0.38 2 0.80, p para
la tendencia <0.001)". Ademads, al comparar el
nivel mds alto con el mds bajo de actividad fisica
revelaron una disminucion estadisticamente signi-
ficativa del riesgo de céncer de higado (RR: 0.64,

da la practica de natacidn, en el que se encontré
una mejoria significativa en la pérdida de peso
corporal después de un periodo deintervencionen
la muestra de estudio (entrenados con dieta baja
en grasa 380.4%9.33 vs 460.3%15.3, no entrenados
con dieta baja en grasa 382.0+8.58 vs 411.1+15.4)
indican que el resultado del ejercicio posterior al
acondicionamiento puede atenuar la carcinogé-
nesis hepatica bajo unrégimen dietético adecuado
conunamenoringesta de grasas™.

1C95%: 0,49- 0,84; tendencia p <0.001), particular-
mente carcinoma hepatocelular (RR: 0.56, 1C95%:
0.41-0.78; tendencia p<0.001)*”. También, el ejerci-
cio regular reduce las consecuencias negativas
asociadas con el consumo excesivo de una dieta-
energia densa, (Odds ratio 0.73, 1C95%: 0.55-
0.98)"”incluyendo resistenciaalainsulina (5.9+5.9
a 4.6%4.6 VS 4.7%2.1 a 5.1%2.5; p<0.05)"" y
disminucién de la obesidad (reduccién significativa
del14%; p<0.05)%°.

Natacion: En este apartado, se recomien-
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> > Tabla Il: Caracteristicas de los estudios experimentales (n=22)
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Autor, Afio Pardmetro Tipo de ejercicio Dieta Intensidad del Tiempo Muestra Conclusiones
hepatico ejercicio
Arem et al.’? 2013 Cancer Cuestionario de las - - - s =i 293.511 Los ltados fuero fl |
(Estados Unides) hepético caracteristicas por otros factores de estilo de vida
demograficas, asociados con la actividad fisica,
dieta, historia incluyendo un mejor mantenimiento
reproductiva y de la salud.
médica y estilo de
vida.
Baumeister et al.*? Carcinoma Cuestionario de Se utllizé el EPIC e e 467.336 Los  resultados  sugleren  una
2018 (Eurcpa) hepatocelular  actividad fisica. asociacion inversa entre la actividad
fisica y el riesgo de carcinoma
hepatocelular.
Inoue et al.*s 2008 Céncer C io de C io de .- 5 afios 79.771 La actividad fisica diaria puede ser
(Japén) hepético actividad fisica. dieta beneficioso para prevenir el desarrolle
de céncer en los hombres y las
mujeres japonesas.
Moore C. et al.'® Céncer Actividad fisicaen - -~ Intensidad moderada, 18 meses  1.44M Los niveles de actividad fisica en el
2016 (Estados hepético tiempo libre definida a una intensidad tiempo libre, se asoclan a menores
Unides) de 3 MET, o la intensidad riesgos en 13 (Incluyendo céncer
vigorosa. hepatico) de los 26 tipos de cancer,
los resultados apoyan que estas
iaci son  gener le a
diferentes poblaciones.
Yun Ho et al.'”" 2016  Céncer C io de C io de T 5 afios 444.963 Sus resultades se suman a la
(Corea) hepético actividad fisica dieta evidencia de los efectos beneficiosos
de la preferencia de verduras en el
riesgo de cancer de pulmén y de la
actividad fisica en los pulmones, el
estémago y el riesgo de céncer de
higade.
‘Wen Chi-Pang et Céncer C io de C io de Bajo, medio, alto, o muy  B.05 afios  416.175 Si la cantidad minima de ejercicio que
al.!"2011 (Talwan)  hepético actlvidad fisica diata alto de actividad sa sugiere se cumple, la mortalidad
por enfermedades del corazon,
diabetes y cancer podria reducirse.
Koya et al.' 20186 Enfermedad 1. Estiramientos; - 1, 3 min. Se mantuvo un = - - 54 El ejercicio terapéutico mejord la
(Japén) he| 2. Entrenamiento estiramiento estatico capacidad fisica sin empeoramiento
cranica de fuerza; 3. durante 10-20 seg. de la funcién hepdtica durante la
Préctica de 2, 5 min. 60-70% del hosp ion para el tratamlento de
equilibric; 4. maxime de una HCC en pacientes con CLD.
Entrenamiento de repaticién con
. resistencia mancugrma.
3. 4 min. de soporte en
téandem.
4. 8 min. Bicicleta
ergometrica o
caminando. La
intensidad se ajustd en
11-13 puntos de |a
escala de Borg v la
frecuencia cardiaca.
laguiar & Silva et Carcinogénesis  Nataclén Control de Ingesta Progresivo 8 semanas 40 Un protocolo de entrenamiento de
lal.2® 2012 (Brazil) hepatica de grasas natacién como resultado del ejercicio
posterior al acondicionamiento puede
atenuar la carcinogénesis hepatica
bajo un il dl
con una menor ingesta de grasas.
[Piguet et al®t 2015 Tumaor Ejercicio == Progresivo 32 20 Estos  datos muestran un  efecto
Suiza) hepédtica sEmanas beneficioso del ejercicio sobre el
desarrollo de HCC en un modelo
I de h no
alcohdlica y ofrecen una justificacion
para alentar a los pacientes a la
actividad fisica.
larem et al.?? 2018 Carcinogénesis Cuestionario de ... .- 10 afios 296.661 Los que mantuvieron los niveles de
Estados Unidos) hepatica actividad fisica actividad a lo largo del tiempo
tuvieron un riesgo 26 a 3I6% menos
de cancer de higado y los que tuvieron
mayeor actividad fisica con el tlempo
no tuvieron asociacién con el riesgo.
[wen et al.?? 2012 HCC Ejercicio informado --- Ambos 8.5 afios 428,584 Se encontrd una correlacion positiva
[ Taiwan) por el paciente entre la disminucidn del riesgo de CHC
v el grado de ejercicio.
|Behrens G. et al.®* HCC y cancer Actividad fisica --- Ambos 10 aflos 507.897 Los resultados sugieren una
2013 (Estados de higado wvigorosa por el disminucién del riesgo de cancer de
Unidos9 paciente higado total y CHC en 36% Yy 44%,
respectivamente,
lKaibori et al.*® 2013 HCC Bajo Programa de Ingesta diaria de Ambos & meses 51 El grupo de ejercicio no presentd
Japdn) hepatectomia ejercicio para el energia para el problemas  clinicos ¥y una mejora
paciente paciente: 25-30 significativa tanto en insulina sérica
kcalfkg de peso como en el indice de resistencia a la
corporal insulina.
Pohnson et al.?* Contenido de Ciclismo aerdbico --- d prog 4 23 El ejercicio aerdbico redujo los lipidos
2009 (Sydney) lipidos hepaticos mitigandeo las
cardiovasculares del higado graso.
Van der Heijden et Acumulacién  Ejercicio aerébico ohimny " Alto ‘12 15 ' La disminucién de la acumulacién de
al.*” 2010 (Houston) de grasa controlado semanas grasa hepdtica evita progresar a
inflamacién  hepdtica, fibrosis y
cirrosis.
Hallsworth et NAFLD Ejercicies de Al e 8 semanas 28 El ejercicio de resistencia aumentsé la
al.**2011 (Reino resistencia sensibilidad a la insulina y mejord la
Unido) flexibilidad metabdlica en la NAFLD.
Zelber-Sagi et al.®®  NAFLD Surtido de Si Ambos =i 375 Mayor tasa de actividad se asocié con
2008 (Israel) actividad fisica - menor prevalencia de NAFLD.
aerdbico;
resistencia
Bae et al.” 2012 MNAFLD Ejercicio aerdbico .- .- 3 meses 19,921 El ejercicio regular se asocié con un
(Hospital Kangbuk rlesgo reducido de tener NAFLD vy
Samsung) disminucién de las enzimas hepaticas
en pacientes con NAFLD.
Kistler et al.** 2011 NAFLD Surtido (seréblco, - - - moderado, alto - 813 La Intensidad del ejercicio (vigoroso)
(Estados Unidos) ocio actividad se asocid inversamente con un menor
fisica) riesgo de desarrollar NAFLD, gravedad
MNASH vy fibrosis.
Krasnoff et al.* NAFLD Actividad fisica vs - Rtk -l 37 Los niveles de actividad fisica optima
2008 (San ejercicio reducen los factores de riesgo
Francisco) dos y pr la prog
de la NAFLD.
Hannukainen et al.™ Grasa hepdtica Ejercicio de .- Ambos ... 18 Mayor actividad fisica tenian un 23%
2011 (Finlandia) acondiclonamiento menos de grasa hepética y por lo
y actividad fisica tanto menor riesge de cancer hepético
general @ higado graso.
St George et al.* NAFLD Actividad fisica de S Baja, intensidad s 141 El aumento de actividad fisica mejord
2009 (Sydney) ocio moderada significativamente los  pardmetros
metabdlicos en personas con NAFLD,
Total 2°'936.533

EPIC: Investigacion Prospectiva sobre Cancer y Nutricion de cohortes;
hepdtica cronica; BCAA: Cadena ramificada de aminodcidos

MALFD: Enfermedad del higado graso no akcohdlico

; HCC: Carcinoma hepatocelular;

CLC: Enfermedad
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>>> DISCUSION

La actividad fisica se relaciona a un menor
riesgo de carcinoma hepatocelular®. Se encontré
un 45% menos de riesgo de HCC al comparar los
niveles altos y bajos de actividad fisica total. Por
otra parte, el beneficio del entrenamiento de
natacion fue muy bien calificado en los grupos de
dieta con alta y baja en grasa, para la disminucion
del peso corporaly grasa corporal.

Asi mismo, éstos resultados estan acorde
con un estudio con variacién de 10 cohortes conun
total de 1.384 casos que consignaron una redu-
cciondel 27% deriesgo de cancer de higado frente a
los niveles altos y bajos de actividad fisica en
tiempo de ocio®. Ademads, la certeza de casos
observacionales prospectivos y ensayos contro-
lados aleatorios recomiendan que la accion mas
importante por el cual la actividad fisica afecta
positivamente el riesgo de cancer de higado es la
reduccién del peso corporal®®. Ademas, se ha
descubierto que, la obesidad central contabilizaria
una gran proporcién del efecto directo de la activi-
dad fisica en HCC. Es por eso que, los mecanismos
latentes, la relacidn entre la obesidad central y
cancer hepatobiliar, especialmente HCC, se puede
procrear por medio de la acumulacién abundante
de grasaen el higado que aumentalamolécula pro-

inflamatoria, laleptina, y laadiponectina®.

Cabe sefalar que, la actividad fisica no
solo posee efectos benéficos frente al riesgo de
cancer hepatico. Un estudio® mostré una aso-
ciacion inversa entre la actividad fisica y el cancer
renal, y otro, mostr¢ la relacidn existente entre la
actividad fisicay el cancer de rifion®. Sin embargo,
una que otra investigacion prospectiva de cohor-
tes no han mostrado relacién alguna entre la
actividad fisica y el riesgo de cancer renal“*.
Rabol R. et al. menciona que en la enfermedad
hepdtica grasano alcohdlica(EHGNA), laactividad
fisica intensifica la sintesis postprandial de glu-
cdgeno muscular, mejora la glicemia, disminuye la
lipogénesis hepdatica de novo, entre otras,
teniendo como resultado una menor incidencia de
la NAFLD®. También, se ha demostrado el im-
pacto que tiene el ejercicio fisico independiente de
la pérdida de peso frente a NALFD“?. Por otro
lado, los programas de ejercicio, tanto ejercicio
aerdbico como de ejercicio de resistencia, puede
restablecerla capacidad cardiorrespiratoria, dismi-
nuir diversas condiciones asociadas con el sin-
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drome metabdlico y ayudar de la pérdida de peso.
No obstante, se cree que el ejercicio aerdbico seria
mas efectivo en reducir la adiposidad visceral,
aunque el ejercicio de resistencia tendria una
mayor adherencia y tolerancia®”’. Asi mismo, una
investigacion de intervencién en 196 sujetos con
sobrepeso y sedentarismo, cotejaron los efectos
del ejercicio aerdbico y de resistencia frente a la
grasa ectdpica, enzimas hepdticas y resistenciaala
insulina en ayunas; demostrando, que el ejercicio
aerdbico trajo consigo disminuciones elocuentes
de grasa en el higado, grasa visceral, alanina
aminotransferasa y la grasa abdominal total y
subcutdnea.

Por parte del ejercicio de resistencia, este
originéd una menor grasa subcutanea abdominal
pero no mejord significativamente las otras varia-
bles, y la combinacion de ambos entrenamientos
no produjeron efectos beneficios adicionales™.
Igualmente, otra investigacién confirmé que un
puntaje mas elevado de actividad fisica esta rela-
cionado con una tasa menor de NAFLD, lo que
resulta que esta relacion va mas alla del efecto de
mediadores potenciales como la adiponectina, la
resistina, la resistencia a la insulina y los factores
nutricionales. Finalmente, Tsuzuku S. et al.*” com-
probaron que el entrenamiento de resistencia no
instrumental, tomando como la carga el peso cor-
poral, suele ser efectivo para reducir la grasa
visceral y mejorar los perfiles metabdlicos, sin
pérdida de peso. Lo cual se veriareflejado a futuro,
enunmenorriesgo de diferentes tipos de cancer.

En conclusidn, se ha visualizado que el
entrenamiento aerdbico puede aminorar los lipi-
dos hepaticos y viscerales en individuos obesos
previamente sedentarios. Ademas, el ejercicio
regular puede moderar las consecuencias meta-
bdlicas y cardiovasculares de la obesidad, incluido
elhigado graso. Asi mismo, el ejercicio terapéutico
también mejord la capacidad fisica sin empeora-
miento de la funcién hepdtica durante su hospitali-
zacion y efectivamente la evidencia recolectada y
mostrada en este articulo con una muestra mayor
a2millones de individuos que “mayores niveles de
actividad fisica o ejercicio, se asocian con un
menorriesgo de cancer hepatico”.
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Concentracidn de vitamina D en nifios diabéticos de tipo 1.
Asociacion con el control glucémico y el metabolismo dseo y lipidico

La vitamina D es importante para el metabolismo fosfocalcico entre otros
procesos fisioldgicos. En el siguiente articulo se trata su relacion con la diabetes tipo 1

en pacientes pediatricos.
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>>> RESUMEN

Introduccion: debido a que la vitamina D juega un
papel primordial enlaregulacion de lasecrecionde
insulinay su déficit parece conferir un mayorriesgo
de desarrollar diabetes mellitus, se ha pretendido
analizar la prevalencia del déficit de vitamina D en
nuestra poblacién de nifios diabéticos de tipo 1y si
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serelaciona conun peor control de la enfermedad,
asicomo con elmetabolismolipidicoy dseo.

Material y métodos: se trata de un estudio retros-
pectivo en el cual se disponia de los datos clinicos y
analiticos de 124 nifios diabéticos de tipo 1,
controlados enlaUnidad de Diabetes Pediatrica de
nuestro hospital.

Resultados: la concentracion mediana de vitamina
D del total de la muestra fue de 25,41(7,43) ng/mL,
siendo mas elevada en el sexo masculino que en el
femenino (p = 0,006). Un 43,55 % de los nifos
presentaron buen control metabdlico, con hemo-
globina glicosilada inferior al 7,5 %, siendo la
concentracion de glucosa y la de colesterol ligera-
mente mads bajas, y la de fosfatasa alcalina ésea
mas elevada, cuando la concentracidon de vitamina
D era=20ng/ml.

Conclusiones: no hemos encontrado diferencias
significativas en el control metabdlico de los nifios
con concentracion suficiente o insuficiente de
vitamina D. Los nifios del estudio tenian concen-
traciones de vitamina D muy parecidas a las de un
estudio similar en niflos sanos, asi como un buen
control metabdlico de su diabetes, siendo su perfil
dseo y lipidico mds favorable cuando presentaban
buen controlmetabdlico.

Palabras clave: Vitamina D. Diabetes mellitus de
tipo 1. Nifos. Metabolismo dseo.

>>> INTRODUCCION

La vitamina D es una prohormona comple-
ja “ cuya principal funcién es mantener la concen-
tracién de calcio y fésforo dentro del rango fisiol¢-

gico que permita el metabolismo normal, la trans-
mision neuromuscularylamineralizacion dsea.

En los ultimos afios se han encontrado
receptores de vitamina D o de sus metabolitos en
diferentes células del organismo, lo cual sugiere
que, ademas de estar implicada en el metabolismo
fosfocalcico, puede estar implicada en numerosos
procesos fisiolégicos . Por ello, recientemente no
solo se relaciona su déficit con el raquitismo y la
osteomalacia, como clasicamente se pensaba. Por
sus propiedades no calciotrépicas ¥, no tan
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conocidas hasta ahora, se estd asociando también
con mayor riesgo de padecer diabetes mellitus ©,
obesidad , enfermedades cardiovasculares ©,
oncoldgicas ® e infecciosas, enfermedades auto-

inmunes ® eincluso enfermedades psiquiatricas .

Las interacciones con el sistema inmune
son los mas conocidos de sus efectos no cldsicos ™
), La vitamina D acttia en la mayoria de las células
del sistema inmune a través de su receptor VDR,
haciendo que aumente su efectividad de accidn
ante las infecciones e inhibiendo el desarrollo de la
autoinmunidad, asi como el rechazo de los tras-
plantes.

Asimismo, la vitamina D juega un papel
primordial en la regulacién de la secrecién de insu-
lina, pudiendo aumentar su secrecidony la sensibili-
dad a la misma, por lo que su déficit confiere un
mayor riesgo de sufrir diabetes mellitus de tipo 1y 2
¢ habiéndose comprobado también que los
nifos, en su debut, tienen menores concentra-
ciones de vitamina D, en comparacion con los con-
troles sanos .

Ademas, la vitamina D parece afectar a la
homeostasis de la glucosa, mediante un efecto
directo sobre las células B y, de forma indirecta,
mediante la regulacién del calcio, puesto que la
secrecion de insulina depende del calcio intra-
celular ", Sin embargo, la relacién entre la concen-
tracidon de vitamina D y el control metabdlico de la
DM de tipo 1, asi como el efecto de la suplemen-
tacion con vitamina D, son dos aspectos que per-
manecentodaviasinaclarar .

El objetivo del presente estudio fue
analizar la prevalencia de déficit de vitamina D en
nuestra poblacién de nifios diabéticos de tipo 1y
estudiar si existe relacién entre el déficit de vita-
mina D y un peor control de la enfermedad, asf
como con el metabolismo dseoy lipidico, dado que
la DM1 puede inducir osteopenia y/o alteraciones
enlahomeostasis mineral, principalmente durante
el crecimiento, y que la presencia de dislipidemia
incrementa la frecuencia y la severidad de las
complicaciones asociadas ala diabetes.



>>> MATERIALY METODOS

Se trata de un estudio retrospectivo en el
cual se determind la concentracidon de 25-hidro-
xivitamina D, aprovechando la analitica anual de
control, en la revisidn rutinaria trimestral de los
niflos afectos de DM1, que se controlan en la
Unidad de Diabetes Pediatrica de nuestro hospital.
En dicha Unidad se controlan 290 nifios y, en el
periodo analizado, se disponia de los datos de 124
nifios con DM1, ya que se excluyeron los debuts
que se produjeron en dicho periodo, por consi-
derarse mdas adecuado que la muestra fuera
homogénea y que todos los pacientes estuvieran
ya en tratamiento con insulina. También se exclu-
yeron los nifios que tuvieran en ese momento una
enfermedad aguda o estuvieran tomando alguna
medicaciéon que pudiera interferir con el meta-
bolismo de la vitamina D o con el metabolismo
dseo.

Las analiticas se realizaron tras la obten-
cion del consentimiento informado de los pa-
cientes, padres o tutores. El estudio fue aprobado
por el Comité de Etica de nuestra comunidad
autéonomay se han seguidolos protocolos de nues-
tro hospital para poder acceder a los datos de las
historias clinicas.

Debido a que la concentraciéon de vita-
mina D se asocia con la exposicion solar, variable
que cambia con la estacién del afio, se anotd la
estacion del afio en que se extrajo la muestradela
analitica, de acuerdo con las siguientes categorias:
invierno (22 de diciembre a 21 de marzo), pri-
mavera (22 de marzo a 21 de junio), verano (22 de
junio a 21 de septiembre) y otofio (22 de septiem-
brea21dediciembre).

Ninguno de los nifios con DM1 estaba to-
mando suplementos de vitamina D y se analizaron
también, en el suero, otros parametros del meta-
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bolismo fosfocalcico, como calcio, fdsforo, para-
thormona intacta (PTHi), osteocalcina y fosfatasa
alcalina dsea, asi como el perfil lipidico completo:
colesterol total (CT), colesterol LDL (C-LDL),
colesterol HDL (C-HDL) y triglicéridos (TG). La
clasificaciéon en cuanto a suficiencia o deficiencia
de vitamina D se ha llevado a cabo basandonos en
las recomendaciones de la OMS y de las guias de
practica clinica publicadas en el afio 2011, conside-
randose como deficientes aquellas concentra-
ciones de vitamina D < 20 ng/mly como suficientes
aquellas 220 ng/ml (19).

Para determinar la concentraciéon de 25-
hidroxivitamina D en el suero, el laboratorio utiliza
el analizador IDS-iSYS. El ensayo emplea una
técnica de quimioluminiscencia, totalmente auto-
matizada. Dicha técnica se encuentra estanda-
rizada como garantia de calidad de losresultados.

La isoenzima dsea de la fosfatasa alcalina
(FAO) en suero se midié mediante un enzimoinmu-
noensayo manual (Microvue BAP EIA, Quidel
Corporation, San Diego, CA, EE. UU.), asi como la
osteocalcina (N-MID Osteocalcin ELISA, Inmuno-
diagnostic Systems Ltd, Boldon, Reino Unido). El
rango dereferenciadelaFAO esde12-43U/Lyelde
osteocalcinade5,8-39,8 ng/ml. Tanto la PTHicomo
los parametros lipidicos se determinaron me-
diante técnicas totalmente automatizadas en un
AU 5420 Analyzer, (Beckman Coulter Inc, Brea, EE.
UU.). Para el andlisis estadistico se utilizé el pro-
grama IBM SPSS® Statistics 21.0 (IBM Corpo-
ration, Armonk, NY). En primer lugar, se empled el
test de Kolmogorov-Smirnov (K-S) para estudiar la
distribucidon de las variables cuantitativas. En el
caso de que siguieran una distribucién normal (K-S,
p > 0,05) se emplearon para su descripcién la me-
dia (M) y la desviacion estandar (DS) y para el
analisis, respecto a una variable cualitativa de 2
categorias, el test delat de Student (t-test).

En el caso de que las variables cuantita-
tivas no siguieran una distribucién normal (K-S, p <
0,05), se emplearon para su descripciénla mediana
(Me) y el rango intercuartilico (RQ) y, para el
analisis respecto a una variable cualitativa de 2
categorias, el test de la U de Mann Whitney (W).
Respecto a una variable cualitativa de mas de 2
categorias, se uso el test de Kruskal-Wallis (H) con
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la correccion de Bonferroni. El test del chi cua-
drado (x?) se empled para el andlisis entre variables
cualitativas.

Ademas, se analizaron las correlaciones
entre las variables cuantitativas, empleando el test
de Pearson (r) y el test de Spearman (rs), segun
siguieran o no una distribucién normal, respecti-
vamente.

Los resultados mas relevantes y significa-
tivos se describen en el apartado de resultados. El
nivel de significacion estadistica, para todos los
test estadisticos empleados, se establecié a partir
deunvalorp=<0,05.

~>2> RESULTADOS

La muestra estaba formada por 124 nifios
con DM#1, existiendo una distribucién homogénea
entre nifos (43,5 %) y nifas (56,5 %). La edad
mediana de los nifos fue de 13,92 (RQ: 7) y la edad
media de debut de 7,50 (DS: 3,90 afnos). El porcen-
tajede prepuberesfuedel33,1%.

La enfermedad autoinmune mas frecuen-
te de los nifos incluidos en la serie fue la enfer-
medad tiroidea autoinmune (11,3 %), seguida de la
celiaquia (7,3 %). Como tratamiento, al 78,2 % de los
nifios se les aplicaba terapia convencional con
multiples dosis de insulina (MDI) y, al resto, infu-
sién continua deinsulina subcutanea (1CIS).

Las caracteristicas del grupo conrespecto
aedad, afios de evolucidn, indice de masa corporal
(IMC), necesidad deinsulinatotalyb

Alrededor de la mitad (43,55 %) de los
nifios con DM1 presentaban un buen control meta-
bdlico (HbA1c < 7,5 %). La mediana de tiempo de
evolucién de la enfermedad de la poblacién de
estudio fue de 4,32 afos (RQ: 4,81).

olosdeinsulinardpidaal diase muestranenlatabla
l'ylosresultados bioquimicos enlastablas Iy ll.

La concentracion media de vitamina D del
total de la muestra fue de 25,41 (DS: 7,43). El
presente estudio mostrd que la prevalencia del
déficit de vitamina D en estos nifios, entendida
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como aquellas concentraciones por debajo de 20 >> Tabla Ill. Parametros del metabolismo
ng/mL, era del 24,79 %. Un 54,55 % del total lipidico

presentaban concentraciones de vitamina D entre

20 y 29 ng/mL, y el 20,66 % las tenfan iguales o Variable | Total | "Ueide | nings | Puebssde | yinsg | Puebeste

superiores a 30 ng/ml. La mayoria de los sujetos

presentaban, por tanto, concentracionesigualeso  [esoo 360 ois-om| teseer [orsp-coafims  fommp-oam
superioresa20ng/mL (79,84 0%).
f";fs(::;'d“ 61,58 (12,46 0.064 (0 = 0,200) 58,54 (11,157 0,068 (r = 0,2001 65,28 (13,06)7) 083 o = 0 200

>> Tablal. Caracteristicas antropométricas y
. . e X Colesterol  |100(27)"
tratamiento recibido por los nifios con diabetes L DL (mg/dl)

mellitus de tipo 1 ilicéridos ‘
mgfdl) 59(31) u.129(p<n.m1)| 62,5 (28)' Ic,‘ﬁsm(om 55(33)" P

0,087 (p=0,037)] 98(26)' [0,129(p=0013|102 (28) 0,085 fp = 0,200)

*Test de prueba de normalidad realizado: Kolmogorov-Smirnov.
Mediana y rango intercuartiledia y desviacion tipica.

Variable Valores* n:'::;? d:: .
Porcentaje devarones | 435% La concentracién de vitamina D, tanto en
Flecte anos LR e L) el grupo de nifios como en el de nifias sigue una
Aios evolucion 432481 | 0.143(p <0001 distribucién normal (nifias: vit. D: K-S, 0,08, p =
IHC (/) 1902031 | 00 (=000 0,20; nifios: vit. D: K-S, 0,092, p = 0,20) y se observé
Namero bolos insulina/gia 4 (1) 0.266 (p < 0.001) una media de concentracién de vitamina D signi-
Insulinaen Uvkg/dia | 079(038) | 0067 p =003 ficativamente mds elevada (t-test: -2,8, p = 0,006)

*En las variables cuantitativas se muestran las medidas de tendencia

central y desviacién tipica en relacion a los resultados de las pruebas de en los nifos (1C 95 %: 25,48-29,11) frente a las nifias

Aodana yrango mramhieaey Gt tiin, (1C 95 %: 21,05-25,18). La HbA1c media de lamuestra
total, expresada en porcentaje (%), fue de 7,84 (DS:
1,010).

La vitamina D, la glucosa y la HbA1c de la

muestra total siguieron una distribucion normal

>> Tabla Il. Pardmetros del metabolismo (K-S, 0,069, p = 0,020; K-S, 0,083, p = 0,060 y K-S,
glucidicoy dseo 0,080, p = 0,074, respectivamente) y tanto la
asociacion entre vitamina D y glucosa como la

asociacion entre vitamina D y HbA1c no fueron

e o PO o buchasde | p | PUebwsce estadisticamente significativas (r: 0,099, p=0,281y
lidad® lidad* normalidad* H

popn rorma : r: 0,020, p = 0,829, respectivamente).

(mg/di) 178,74 (67,35} 0,083 [p=0,060) 174,74 (62,71 0,086 (p = 0,200) 183, 62 (71,050,006 (p = 0,200)

HbATc 7,84 (18608 0,080 fp = 0,074 . .

% 0=00" 7802 0087 (p-0200 27504 015 p= 02 Sinembargo, cuando se establecieron dos
Vitamina D o~ e e
P 2501049 00-00 2304 om20-020 234288 o o grupps d.e nifios, en funcion de su concentracion
(pg/mi) de vitamina D (220 ng/ ml y < 20 ng/ml), se pudo
oy 3OS 01980<000) 3767605 0122p-0010 40520738 000y  ODSErvar que la concentracion de glucosa en
e 990041 011960000 984030 0113 -0052) 577029 01340000 sangre de los nifios con concentracién < 20 ng/ml
Fostast | 465(068)  0064(p=0200 469(1F  0070(=0200 4600F 0083 (=020 (K-S, 0,097, p = 0,20) erainferior, pero no de forma
o significativa (t-test: -1,818, p = 0,072) a la concen-
(FAQ) .z .~ . 7
wn  101B0SHUESE) 007200=0200) 1125(762) 00E2=0200) s075 056 01 p-0ie|  tracion de glucosa de los nifios con concentracion
DamIe G2 (7859 01429 <0000 s55W@n  p1sep<ogoy 4875w oip=oon| =20 ng/mlde vitamina D (K-S, 0,077, p=0,20).

*Test de prueba de normalidad realizado: Kolmogorov-Smirnov. Mediana y rango intercuartilico.

Media y desviacidn tipica.

Al estudiar el colesterol total respectoala
concentracion de vitamina D (< 20 ng/ml CT, K-S:
0,12, p = 0,20; 220 ng/ml CT, K-S: 0,11, p=0,014) y el
colesterol HDL (< 20 ng/ml HDL-C, K-S: 0,068, p =



0,20; 220 ng/ml HDL-C, K-S: 0,069, p = 0,20) se
encontraron en ambos casos diferencias estadisti-
camente significativas (W: 9,435, p = 0,011y t-test: -
3,277, p = 0,001 respectivamente). En el caso de la
FAO respecto a la concentracién de vitamina D (<
20 ng/ml CT, K-S: 0,121, p = 0,20; 220 ng/ml CT, K-S:
0,083, p = 0,020), las diferencias no llegaron a ser
estadisticamente significativas (t-test: 1,725, p =
0,087)(TablalV).

Tabla 1V. Pardmetros bioquimicos segun
la concentraciéon de vitamina D

P‘:i ram‘etros Conclentrlacion Media (IC 95 %) Significacion estadistica (p)
bioquimicos de vitamina D

<20ng/ml 199,61 (172,15-227,06) t de Student
Glucosa -1,818 (0 = 0,072)
(mg/dl) >20ng/ml | 171700157.49-18591)| T, !

<20 ng/ml 187,79 (177,43-198,14) U de MannWhitney
i estin 174,05 (167,68-18041)| 943,500 0 =0011)
total (mg/dl) | =20 ng/ml

<20ng/ml  |68,68(63,93-73,43) | tde Student

Colesterol HDL -3.277 (p = 0,001)

(ma/d) >20ng/ml  [5918(56,64-61.72)
Fosfatasa : gg ngl 89,51(6804-11099) ¢ 4o Student
a( IJ?II)ma Osea -1,725 (p = 0,087)

PARA MAYOR INFORMACION COMUNICARSE A:

Es decir, los niflos con una concentracion
adecuada devitamina D (220 ng/ml) tenianasuvez
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menores concentraciones de colesterol total (220
ng/ml, Me: 170; < 20 ng/ml, Me: 186,5). Sin
embargo, los niflos con insuficiencia de vitamina D
(< 20 ng/ml) tenian concentraciones mas elevadas
de colesterol HDL (< 20 ng/ml, C-HDL: 63,93-73,43;
220ng/ml,C-HDL:56,64-61,72).

Tampoco se encontraron diferencias sig-
nificativas al analizar la relacién de la concen-
tracién de vitamina D con el control metabdlico de
los niflos con DM1 (X% 1,13, p = 0,286), pues la
concentracion de vitamina D era muy similar entre
los pacientes con buenymal control metabdlico.

Cuando se analizé la concentracién de
vitamina D segun la estacién del afio en la que se
realizé la analitica (invierno, vit. D, K-S: 0,107, p =
0,20; primavera, vit. D, K-S: 0,128, p = 0,20; verano,
vit. D, K-S: 0,136, p = 0,20; otofno, vit. D, K-S: 0,143; p
= 0,048) se encontraron diferencias significativas
(H: 15,07, p = 0,02). En invierno y primavera se
obtuvieron concentraciones mds bajas (20,65-
24,40 y 19,91-27,66, respectivamente) mientras
que en verano y otofo (23,15-35,80 y 25,89-29,78,
respectivamente) se encontraron concentra-
ciones mas elevadas. Las diferencias intergrupos
encontradas entre invierno y otofio e invierno y
verano fueron estadisticamente significativas (co-
rreccion de Bonferroni, 0,003 y 0,025, respecti-
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vamente (Fig.1).

>> Figura 1. Concentracion de vitamina D en
niflos con DM1 segun las distintas estaciones del
afio.

[y
Eetacian afia
O

o
o

Al analizar la concentracién de vitamina D
seguinla comorbilidad (no comorbilidad, vit. D, K-S:
0,075, p = 0,20; si comorbilidad, vit. D, K-S: 0,118, p =
0,20) no se observaron diferencias estadistica-
mente significativas (t-test: 1,431, p=0,155).

Por otra parte, al estudiar la correlacién
entre la concentracién de vitamina D y la concen-
tracion de los marcadores 6seos (fésforo, K-S:
0,064, p =0,20; FAO, K-S: 0,072, p = 0,20; PTH, K-S:
0,148, p < 0,001; calcio, K-S: 0,119, p = 0,001; Osteo-
calcina, K-S: 0,142, p < 0,001) no se encontro corre-
lacién estadisticamente significativa con ninguno
de ellos (vitamina D y fésforo: r = 0,026, p = 0,779;
vitaminaDy FAO:r=-0,004,p =0,967; vitaminaDy
PTHi: rs =-0,173, p = 0,062; vitamina D y calcio: rs =
0,031, p = 0,734; vitamina D y osteocalcina: rs =
0,005, p=0,961).

Por otra parte, los nifios que tenian buen
control metabdlico (HbA1c < 7,5) presentaban ma-
yor concentracion de colesterol HDL y de FAO de
forma estadisticamente significativa (p = 0,015y p
= 0,005, respectivamente), al aplicar el test de la t
de Student, por tratarse de muestras que siguen
una distribucién normal. Asimismo, se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas al com-
parar los niveles de triglicéridos, colesterol LDL y
osteocalcina (U de Mann Whitney, distribuciones
no paramétricas) segun el control metabdlico.
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Tanto la concentracion de triglicéridos como la de
colesterol LDL fueron superiores en los nifios con
mal control metabdlico (p = 0,006 y p = 0,010,
respectivamente). Sin embargo, la concentracién
de osteocalcina fue inferior en los nifios que pre-
sentaban mal control metabdlico (p=0,044).

>>> DISCUSION

Losresultados del presente estudio mues-
tran que no hay una relacién entre la con-
centraciéon adecuada o inadecuada de vitaminaDy
el control metabdlico de la DM1. La concentracidon
media de vitamina D obtenida en nuestra pobla-
cion estd por encima del limite de 20 ng/ml, al igual
que lo descrito en otro estudio realizado en una
cohorte de 107 nifios sanos “”. Sin embargo, el
porcentaje de niflos con concentraciones de
vitamina D por debajo de 20 ng/ml es bastante mas
bajo que el que presentan otros estudios, también
realizados en poblaciones de nifios con DM1.

Aunque varios estudios muestran mayor
prevalencia de déficit de vitamina D en los nifios
con DM1, en comparacidon con los controles sanos
) nuestros resultados muestran concentraciones
plasmaticas de vitamina D muy similares entre los
nifilos con DM1Yy los nifios sanos, al igual que otros

. (2224)
estudios .

El establecimiento como punto de corte
de la concentracién de 25(OH)D por debajo de 20
ng/mL para considerar que existe déficit de
vitamina D se fundamenta en los estudios de Cha-
puy y cols. ®, que ya en 1997 observaron un claro
aumento de la PTHi en sangre cuando la con-
centracién de vitamina D era < 20 ng/ml y que la
densidad mineral dsea no disminuye hasta alcan-
zar concentraciones de 25(OH)D < 20 ng/mL. No
obstante, paramaximizar el efecto de lavitamina D
en otros tejidos, deberian conseguirse concen-
traciones por encima de 30 ng/mL, ya que la con-
centracion de 25(OH)D, que precisa la 1-alfa-hidro-
xilasa para sintetizar 1,25(OH)D, varia segun si la
accién es endocrina o autocrina/paracrina “**”. En
nuestro estudio el porcentaje encontrado de nifios
con concentracion de vitamina D igual o superior a
30 ng/ml solo fue del 20,16 %, por lo que sigue
siendo necesario controlar y mejorar la concen-
tracion de vitamina D en estos nifios.
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Cuando analizamos la concentracion de
vitamina D segun la estacién del afio en que se
realizd la extraccién, encontramos concen-
traciones mas elevadas en verano y otono (tras
pasar el verano) y mas bajas en invierno y prima-
vera, resultados similares a los obtenidos por Han-
sen y cols. en una poblacién formada por nifios y
adultos ®, y por Sheny cols. en un estudio llevado
acabo en poblaciénadulta®.

Es importante destacar que, en condi-
ciones normales, existe una variacidon importante
en los niveles de vitamina D segun la estacion del
afo, debido a la diferente exposicidn solar. Sin em-
bargo, Pozzilliy cols. ®” no encontraron esta varia-
cién estacional de la concentracion de vitamina D
enlosnifioscon DM1.

Por otra parte, mientras que existe evi-
dencia respecto a la asociacidn entre el déficit de
vitamina Dy el riesgo de padecer diabetes mellitus,
hay mayor controversia en cuanto a la relacién
entre la concentracion de vitamina D y el control
metabdlico de la enfermedad. En este estudio no
hemos encontrado correlacién estadisticamente
significativas entre la concentracién de vitamina D
y el porcentaje de HbA1c, al igual que en los
estudios de Carakushansky y cols. *”, Mutluy cols.
%7y Brody y cols. ®”, todos ellos realizados en nifios
diabéticos de tipo1, lo cual, sinembargo, contrasta
con los resultados aportados por otros autores
como ALkharashiy cols. ®y Savastio y cols. ®”, los
cuales encontraron una asociacion inversa esta-
disticamente significativa.

Existe también bastante controversia en
cuanto alarelacidn existente entre la presencia de
dislipemiay los niveles bajos de vitamina D. Asi, por
ejemplo, en la National Health and Nutrition Exami-
nation Survey encontraron, al igual que nosotros,
concentraciones de CT mas elevadas en los nifios
que presentaban déficit de vitamina D ®%, a
diferencia de otros autores ®**”, En nuestro estu-
dio, los nifios con déficit de vitamina D también
presentaban concentraciones mas altas de C-HDL,
aligual que en el estudio de Szternel y cols.®”. Enla
misma linea, Wang y cols. ®”, en un metaanalisis
acerca del efecto de la suplementacién de vita-
mina D sobre los lipidos, encontraron que se pro-
ducia una disminuciéon del C-HDL y los TG al
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suplementar alos nifios con vitamina D, aunque las
diferencias no llegaron a ser estadisticamente
significativas.

Cabe destacar también que en nuestro
estudio no se ha encontrado ninguna asociacion
inversa (p = 0,062) entre la concentracién de PTHi
y vitamina D, lo cual difiere de la asociacién inversa
estadisticamente significativa que se encuentra
habitualmente en los nifios no diabéticos “”. En
este sentido, algunos estudios, como el de Sch-
warz y cols. “”, llevado a cabo en una poblacién
adulta, sugieren que en los pacientes diabéticos
existe una respuesta entorpecida de PTHi ante
valores bajos de vitamina D, debido a la desre-
gulacién delahomeostasis del calcio.

Ademas, los nifios incluidos en el presente
estudio también presentaron una tendencia a una
mayor concentracion de fosfatasa alcalina dsea
(marcador de formacién ésea) cuando la concen-
tracién de vitamina D era = 20 ng/ml. Es decir,
cuando la concentracién de vitamina D es sufi-
ciente, existe una mayor formacién dsea, lo cual
puede apoyar la idea de que una concentracion
adecuada de vitamina D en estos nifios ayudara a
prevenir la osteoporosis futura, comorbilidad bien
conocidadelos pacientes adultos con DM1.

Una de las limitaciones del estudio es el
escaso numero de nifios incluidos en el mismo,
aunque es bastante representativo de la totalidad
de nifios que se controlan enla Unidad de Diabetes
Pediatrica de nuestro hospital. Ademas, el menor
déficit de vitamina D encontrado en nuestra
poblacién de nifios con DM1 en relacién con otros
estudios podria deberse en parte a que a los nifios
se les hace mucho hincapié para que mejoren los
habitos de vida saludable, tanto enlo que respecta
alaalimentaciéon como enloreferente ala practica
de ejercicio fisico al aire libre, lo que puede contri-
buir a aumentar la concentracion de vitamina D en
lasangre.

La vida saludable al aire libre y el ejercicio
son fundamentales en la consecucién de unos
niveles adecuados de vitamina D y, en conse-
cuencia, en la obtencidn de un pico de masa dsea
adecuado que permita contrarrestar otros efectos
delapropiaenfermedad.




>>2> CONCLUSIONES Y RECOMENDACIO-
NES

Se trata de un estudio descriptivo trans-
versal delos niveles de vitamina D en pacientes con
DM detipo 1y de suasociacidon con el metabolismo
Oseo vy lipidico en el que no hemos encontrado
diferencias estadisticamente significativas de con-
trol metabdlico entre los nifios con concentracion
suficiente einsuficiente de vitamina D.

Los niflos con DM1 del presente estudio
presentan un buen control metabdlico de su dia-
betesy suconcentracidn de vitamina D es bastante
parecida a la encontrada en un estudio similar en
nifios sanos. Aunque no hemos encontrado rela-
cion entre las concentraciones plasmaticas de
vitamina D y la mayoria de los marcadores del
metabolismo dseo analizados, si hemos obser-
vado una tendencia a una mayor concentracion de
fosfatasa alcalina 6sea (marcador formacién 6sea)

cuando la concentracion de vitamina D era =20
ng/ml, por lo que sigue siendo muy importante
controlary, a ser posible, mejorar la concentraciéon
de vitamina D de estos niflos para prevenir una
osteoporosis futura y garantizar una salud ade-
cuadaentodoslosaspectos. El perfil dseo y lipidico
de estos nifios era mas favorable cuando presen-
taban buen control metabdlico.

Por otra parte, debido a la capacidad de la
vitamina D para modular el sistema inmunoldgico,
varios estudios han demostrado que concen-
traciones bajas de la misma se asocian de forma
estadisticamente significativa a riesgo de contraer
infeccién por coronavirus; asuvez, sabemos quela
severidad de los debuts diabéticos de los nifios ha
aumentado durante la pandemia de COVID, porlo
que es de vital importancia el mantenimiento de
una concentracidon adecuada de vitamina D en
estos nifios, aportando suplementos de lamisma si
fueranecesario.
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PCR multiplex: practica y aplicaciones clinicas

>>> En el siguiente articulo se aborda la utilidad se la PCR multiplex como una

herramienta clinica paralaampliacion de multiples secuencias de ADN.
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RESUMEN

Introduccion: La PCR multiplex utiliza los mismos
mecanismos que la PCR convencional, solo que en
la PCR multiplex se amplifican dos o mas locus, de
forma que se puede ahorrar tiempo a la hora de la
amplificacion de diferentes secuencias de DNA. La
PCR multiplex tiene multiples funciones entre
ellas, una muy util para la deteccion de multiples
agentes infecciosos virales, bacterianos y fungi-
cos. Esmuyimportante su uso parala deteccion de
mutaciones o polimorfismos en distintas presenta-
cionescomo ARMS-PCR, GAP PCR, entre otras. Su
aplicacion de manera rutinaria se ve restringida
por la necesidad de numerosos protocolos de
estandarizacidon y optimaciéon para determina-
ciones particulares. El objetivo de esta revision es
definir una serie de normas a seguir cuando el



laboratorio clinico necesita estandarizar una PCR
multiplex.

Metodologia: La revision de la literatura se realizd
através de busquedas en la Base de Datos Cochra-
ne y PubMed-MEDLINE, LitCovid, google acadé-
mico y las bases de distintas empresas que comer-
cializan tests diagnésticos de este tipo.

Resultados: se analizaron distintos protocolos de
PCR multiplex usados en investigacion experi-
mental, en clinicay enkits comerciales.

Conclusién: Se diseid un protocolo basico para
optimizar las reacciones y sumado a ello se deta-
[lan distintas herramientas que se pueden usar.

Palabras claves: reaccion PCR, multiplex, Alelo
especifica, estandarizacidn, disefio primers: soft-
ware
>>> INTRODUCCION

La reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) es una técnica para amplificar secuencias
especificas de moléculas de acido desoxirribonu-
cleico (ADN) y para la posterior deteccién de los
amplicones. La PCR revoluciond la genética, el
diagndstico molecularyla cienciaforense,loquela
convirtié en unatécnica estandar en biologiamole-
cular. Lareaccion de PCR es sencilla de configurar,
econdémica y poco exigente, y el inico requisito es
tener conocimiento de las secuencias de nucle-

6tidos en la secuencia target. Ademas de su sim-
plicidad, la PCR es robusta, rapida, flexible, eco-
ndmicay sensible.

Desde su desarrollo inicial a principios de
la década de 1980 “*? |a reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) basica se ha adaptado a multi-
ples variantes; una de estas variantes es la PCR
multiplex.

En la PCR multiplex se amplifican n se-
cuencias target, en donde n>1. Cuando mayor es el
ndimero de amplicones menor es el rendimiento de
los productos amplificados. Se pueden usar hasta
8 pares de cebadores simultaneamente antes de
que el rendimiento de los productos amplificados.
La formacidn de productos espurios (dimeros de
cebadores) pueden evitarse mediante el disefio de
cebadores y ajustando la relacién cebador/ADN
gendmico. Estatécnica se desarrolld inicialmente
para el diagndstico de la distrofia muscular de
Duchenne y actualmente se usa para detectar
patdgenos bacterianos y virales, mutaciones y
polimorfismos clinicamente significativos. Ade-
mas, se la utiliza como control de calidad para
comparar la temperatura y determinar el rendi-
miento de las reacciones en distintos termo-
cicladores “**”.

El objetivo de esta revisidon es analizar
todos los pardmetros que afectan lareacciénenla
PCR multiplex. Asi mismo proponemos un algo-
ritmo que podria ser util cuando el laboratorio
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clinico se propone estandarizar una PCR multiplex
de utilidad enellaboratorio clinico.

A-OPTIMIZACION DE LOS COMPONENTES DE
UNAREACCION MULTIPLEX

1-Polimerasa termoestable

Las enzimas ADN polimerasa tienen impor-
tantes actividades que le permiten cumplir dis-
tintas funciones. Las mas importantes son (Tabla

1):

-Actividad polimerasa 5'3': la adicion de un nuevo
nucledtido en el extremo 3' de una hebra, deter-
minara principalmente la velocidad de una enzi-
ma.

-Actividad de exonucleasa 5'3": la polimerasa es
capaz de escindir nucledtidos en la direccién de la
polimerizacién (extremo 5'), lo que le permite
realizar [areparaciéon del ADN. Esta actividad tam-
bién se usa para eliminar las sondas unidas cuando
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sesintetizala cadena complementaria.

-Actividad de exonucleasa 3'5": la polimerasa es
capaz de escindir nucledtidos que se acaban de
introducir y corregir errores en el extremo 3' de
una molécula, lo que determinaria la precision (o
actividad correctora) de una enzima.

-Desplazamiento de cadena: la polimerasa es
capaz de desplazar el ADN corriente abajo que se
encuentra durante la sintesis. Si la polimerasa
también tiene actividad de exonucleasa 5'->3’, el
ADN desplazado se destruye; si no se mantiene
intacto.

-Tolerancia dU: la polimerasa puede usar plantillas
que contienen uracilo o puede usar dUTP durante
la polimerizacién. La adicién de uracilo es una
técnica comun para prevenir la contaminacidn
cruzada.

-Extremos resultantes: la polimerasa puede gene-
rar extremos romos o salientes de adenina. Esto es

TABLA N21: Caracteristicas de las distintas ADN polimerasas

DMA Origen Actividad Actividad TT
Polimerasa exonucleasa Productofinal
Taq pol Thermus 5'—3’ (+) 88%
estandar aquaticus IA
Tag pol HOT-  Thermus 5'—3' (+) 88%
STAR aquaticus 3A
+(modificacion
guimica o Ac)
Tli Pol Thermococcus  3'—5° {-) 70%
litoralis correctora  Romos
Pfu Pol Pyrococcus 3’55’ {-) 60%
furiosus correctora  Romos
HOT-STAR+ Platinum 5'—=3 (+)
HIFI Il Tag Hot- A
Start

E: éﬂcien_cia; ND: no determinado; TT: transferasa terminal;

Frecuencia Procesividad  Velocidadde Uso
errores extension
{Fidelidad)

lerror/2x10* 2Kb/min 75 nt/seg lENg se

pb pueden usar

incorporadas para
amplificar
fragmentos
para
clonaciény
expresion, o
para estudios
de
mutagénesis.

lerror/2x10* 2Kb/min 75 nt/seg Usar para

pb cantidad

incorporadas escasa de
ADNoenla
PCR
multiplex.
Idem @

lerror/4x10° 1Kb/min 67 nt/seg

pb

incorporadas

1error/7x107 0.5Kb/min ND

pb

incorporadas

15 seg/Kb
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relevante para aplicaciones posteriores como la
clonacioén.

En las PCR las ADN polimerasas deben
tolerar ciclos de alta temperatura sin compro-
meter su actividad. Las 4 propiedades mas impor-
tantes para elegir una ADN polimerasas son: espe-
cificidad, termoestabilidad, fidelidad, procesi-
vidad, velocidad o tasa de extensidn y eficiencia .
La especificidad de la enzima garantiza que los
productos de PCR deseados se obtengan con altos
rendimientos y asi minimizan los productos no
deseados (de fondo). La termoestabilidad es el
tiempo que la ADN polimerasa puede tolerar las
altas temperaturas requeridas para condiciones
especificas de ciclo de PCR y seguir funcionando
de la mejor maneray la fidelidad esta asociada ala
presencia de la actividad correctora. La procesivi-
dad indica cuantos nucledtidos puede incorporar
la ADN polimerasa durante la sintesis de la nueva
hebra, antes de disociarse lo cual esta ligado a la
velocidad de sintesis de ADN o tasa de extension
delanueva hebra. La eficiencia es la capacidad de
la polimerasa de trabajar con muestras dificiles o
con elevado porcentaje de GC. Asi, por ejemplo, las
polimerasas con elevada procesividad pueden
amplificar secuencias con alto contenido de GC
(sin potenciadores), muestras comunes con inhibi-
dores de PCR (heparina) y secuencias de distintos
tamafios y las de alta fidelidad proporcionan
precision en la replicacién de secuencias y son
adecuadas para secuenciar y clonar, Tabla 1. La
combinacion de sus propiedades con sus activi-
dades ha producido distintos grupos de ADN poli-
merasas, que por su importancia en la aplicacion
clinica se resumen en: termoestables estandar,
Hot-Star, de alta fidelidad (Hi-Fi) y polimerasa para
amplificacion de amplicones grandes.

La ADN polimerasa HotStarTaq se propor-
ciona en un estado inactivo, sin actividad poli-
merasa a temperatura ambiente. Esto evita la
formacién de productosinespecificosy dimeros de
cebadores durante la configuracidon de la reaccidon
y el primer paso de desnaturalizacién, lo que
conduce a una especificidad de PCR excepcional-
mente alta.

La ADN polimerasa HotStarTaq se activa
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facilmente mediante un paso de incubacién de 15
minutos a 95 °C, que es facil de incorporar a los
programas de ciclado existentes. El inicio en
caliente permite que lasreacciones se configurena
temperatura ambiente, lo que hace que la confi-
guracidonseardpiday conveniente.

2-Primers

Concentracién. La concentracion de pri-
mers en una mezcla de reaccidn que debe ser
ajustada para cada par de primers, ya que pueden
tener eficiencias de amplificacién variables .
Debido a esto, en muchas ocasiones, un producto
de amplificacion puede observarse bien definido
mientras que otros apenas pueden visualizarse e
incluso en algunos casos no se observa el ampli-
cdn. Ademas, algunos primers poseen un porcen-
taje de amplificacién muy alto (eficiencia) y como
resultadolas plantillas pueden saturarse enfase de
meseta, consumiendo componentes de reacciéony
distorsionando los tiempos de alineamiento y

extensién ™.

En una reaccion de PCR multiplex se po-
nen inicialmente concentraciones equimolares de
cada par de primers (0,1a 0,5 mM). Si se obtienen
productos de amplificacién variable (amplicones
apenas visibles y otros marcados) se recomienda
que la concentracion de cebador debe serde 0,3 a
0,5 mM para un ADN con bajo nimero de copias o
alta complejidad de ADN y para un target con alto
nuimero de copias o ADN de baja complejidad, la
concentracién de cebadores debe serde 0,042 0,4
mM ©,

Para cada reaccion de PCR multiplex se
deben buscar los mejores ajustes en las concentra-
ciones de primers, que permitan obtener pro-
ductos de amplificacidn nitidos, sin perder la espe-
cificidad y sin causar alguna interferencia en el
restodelareaccién .

Calidad. La calidad de los primers es un
factor crucial para el éxito de la PCR multiplex. Los
problemas encontrados en la PCR multiplex se
deben confrecuenciaaluso de concentraciones de
cebador incorrectas o cebadores de baja calidad.
Se recomienda utilizar cebadores desalinizados o




purificados, por ejemplo, mediante HPLC, y disuel-
tos enbuffer TE (10 mM Tris-Cl,1mM EDTA, pH 8,0)
para obtener una solucién madre de 50 0 100 pM
(Tabla2).

Tabla2

Tabla 2 : Preparacion de Mix de Primers 10X*

Preparacionstockde primers ~ 50uM (50pM/pl)  100pM (100pM/pl)
20ul 10pl
500 ul 500pl

Volumen de cada Primer
Buffer TE csp

*: Contienen una concentracion de cada primer de 2uuM. Alicuotar y congelar

-La cantidad y/o concentracién dada después de la
disolucidn de los cebadores suministrados comer-
cialmente es a menudo una aproximacion. Se
recomienda cuantificarlos. La conversion espec-
trofotométrica para primers: 1 unidad A,,,(1 OD) =

coeficiente de extincion molar (€260)yA,,,(OD)

A260 (DO) = €260 x concentracion molar del
cebador.

Si el valor de €260 no se proporciona enla
hoja de datos de solicitud de los primers, se puede
calcular a partir de la secuencia del cebador utili-
zando lasiguiente férmula:

€260 = 0.89 x [(nA x 15,480) + (NC x 7340) + (NG x
11,760) + (nT x 8850)] donde n = nimero de bases
respectivas.

3-Diseno de cebadores para PCR multiplex: Un
requisito previo para el éxito dela PCR multiplex es
el disefio de pares de cebadores éptimos.

20-30 pg/ml
-Los cebadores para la PCR multiplex deben tener

La concentracidn se puede obtener del unalongitud de 21a30 nucledtidos.
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-Los cebadores parala PCR multiplex deben tener
uncontenidode GCdel40al607%.

La probabilidad de que un cebador tenga
mas de un sitio de unidn especifico dentro de un
genoma es significativamente menor para los
cebadores mas largos. Ademas, los cebadores mas
largos permiten la hibridacion a temperaturas
ligeramente mas altas donde la actividad de la
ADN polimerasa Tages mayor.

-La temperatura de fusién o de melting (Tm) de los
cebadores utilizados para la PCR multiplex debe
ser de al menos 60°C. Para obtener resultados
Optimos serecomienda utilizar pares de cebadores
con una Tm de 268 °C. Por encima de 68 °C, las
diferencias en los valores de Tm de diferentes
pares de cebadores no suelen afectar al rendi-
miento. La Tm se puede calcular utilizando Ia
siguiente férmula: Tm = 2°C x (nimero de [A+T]) +
4°Cx(nimero de[G+C]).

-Siempre que sea posible, se debe disefiar pares de
cebadores con valores de Tm similares. La funcio-
nalidad y la especificidad de todos los pares de
cebadores deben comprobarse en reacciones in-
dividuales antes de combinarlos en un ensayo de
PCR multiplex.

4-Temperatura de annealing (Ta) es critica. Si la
temperatura de hibridaciéon es demasiado alta, los
cebadores de oligonucledtidos hibridan mal, si es
que lo hacen, con la plantilla y el rendimiento de
ADN amplificado es muy bajo. Sila temperatura de
hibridacidon es demasiado baja, puede ocurrir Ia
hibridacion no especifica de los cebadores, lo que
resulta en la amplificaciéon de segmentos de ADN
no deseados. La hibridacién generalmente se
realiza entre 3 °Cy 5 °C por debajo de la tempe-
raturade fusién calculadaalaquelos cebadores de
oligonucledtidos se disocian de su ADN molde.
Existen muchas férmulas para determinar la tem-
peratura de fusién tedrica. Por ello, es recomen-
dable usar el gradiente de temperatura del termo-
ciclador para determinar la temperatura de hibri-
dacion éptima.

Posteriormente, para determinar las con-
diciones éptimas de T° de annealing, se preparan 3
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reacciones idénticas y se colocan en las posiciones
del bloque que corresponden a las temperaturas
des57,60y63°C,Tabla3s.

Tabla3

Tabla N¢ 3: Utilizacién del gradiente de temperatura para obtenerla T2 de annealing

optima para PCR multiplex

Tm mas baja de todos los primers usados en la
multiplex

Rangode T2 para el gradiente del termociclador

=607C
60-662C
68sC

48-603C
57-602C
€0-632C

5-Tm. La temperatura de fusién (Tm, temperature
melting) es la temperatura a la que el 50% del
cebador y su secuencia complementaria forman
unduplex, y se puede calcular de varias maneras. El
método mas simple para estimar la Tm del cebador
es por el nimero de nucledtidos presentes en el
oligo de ADN, usando laférmula: T ;=4 (G+C) +2
(A + T). Depende directamente de la longitud y
composicion de la molécula de ADN. Una hebra
mas larga y un mayor contenido de guanina-cito-
sina (GC) son favorables para una temperatura de
fusion mas alta.

La temperatura de fusién es un factor
extremadamente importante en PCR, porque con
un valor alejado de la temperaturaideal se pueden
generar resultados indeseables, como la baja tasa
de replicacion. Es importante que las Tm de los
primers seanlo mds parecidas entre si.

6-Programas para disefio en PCR multiplex

MultiPLX: Existen en la web numerosos
programas para el disefio de primers para PCR
multiplex. Estos programas ayudan a evaluar
diferentes caracteristicas de los pares de primers
(composicién de bases, longitud, estructuras
complementarias, alineacion y elegir el par mas
apropiado para utilizar en la reaccidn. Algunos de
estos programas son gratuitos, mientras que otros
son pagos. Con el programa de disefio de primers
se verificar los valores de energia libre de Gibbs
(AG) para “ los duplex entre los cebadores y sus
sitios de unién en los targets y @ las estructuras
secundarias prevista para cada oligonucleétido.

Para el uso de PCR multiplex se aconseja el uso de
MultiPLX.




MultiPLX, es un nuevo programa para la
agrupacion automatica de cebadores de PCR.
Puede utilizar muchos parametros diferentes para
estimar la compatibilidad de los cebadores, como
las interacciones de cebadores entre si y las
interacciones entre cebadoresy productos, la dife-
rencia en las temperaturas de fusidn, la diferencia
en la longitud del producto y el riesgo de generar
productos alternativos a partir de la plantilla.
Ademas, tiene la capacidad de realizar una agru-
pacién automdtica de un gran nimero (miles) de
pares de cebadores "™,

a-Secuencia. Al diseflar cebadores para PCR
multiplex, se deben tener en cuenta los siguientes
puntos:

-Evitar los mal-alineamientos del extremo 3' del
cebadorylasecuenciadelaplantillatarget.

-Evitar tramos de tres o mds G y/o C en el extremo
3"

-Evitar secuencias complementarias dentro de los
cebadoresyentre pares de cebadores.

b- Composicion de bases: El porcentaje de GC que
deben tener los primers debe asegurar la unidon
estable entre el primer y el ADN templado. El
contenido en G + Cdebe ser aproximadamente del
50%. La relacion mdxima de purinas/pirimidinas
serd 60/40. Se recomienda que en los extremos las
dltimas bases sean G o C ™. Lo ideal es que el

extremo 5' se estabilice con 1 0 2 bases G/Cy el
extremo 3' conno mas de unabase G/C; ya que esta
composicion asegura la unién correcta del primer
al molde en el extremo 3', lo que aumenta la

-Evitar la complementariedad de 2 0 3 bases en los
extremos 3' delos pares de cebadores para reducir
formacién de primer-dimero.
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eficienciadelareaccién. Sinembargo, cuandoenel
extremo 3' hay 3 o mds G/C se puede unir esta-
blemente a casi cualquier secuencia con tres G/C.
Ademas, se deben evitar los tramos de polipurinas
o polipirimidinas ya que producen uniones débiles
o fuertes, que pueden separar el complejo primer-
templado en esa zona o producir una hibridacién
no especifica, respectivamente.

¢- Longitud: es una caracteristica fundamental
para la unién al templado con especificidad. La
longitud ideal es de 18 a 24 nt “. Longitudes muy
largas aumentan la temperatura de melting de los
primers y por lo tanto influyen en la temperatura
de annealing. Cuando esta ultima es muy baja hay
inespecificidad, y si es muy alta hay bajo rendi-
miento o no amplificacién. Por lo anteriormente
expuesto, la longitud del primer es un parametro
importante que debe analizarse con detenimiento
paralograr unbuenapareamiento con el templado
y obtener una éptima especificidad.

d- Estructuras complementarias: hairpin, self-di-
mer, dimer (Secuencias complementarias dentro
delmismo primery entre primer)

Secuencias complementarias entre pri-
mers. Cuando existe una complementariedad
intra-primer con mas de 3 pb, el primer se pliega
sobre si mismo en una estructura doble cadena
interfiriendo con el annealing al ADN templado.
Otra de las estructuras que se pueden formar son
los dimeros, por complementariedad inter-primer;
esto disminuye la formacién de producto por
competencia.

Para analizar las posibles interacciones
primer-primer, se pueden utilizar programas infor-
maticos tal como “Oligo Analyzer”, en el cual se
puede observar cuantas estructuras de este tipo se
forman, cual es la temperatura a la cual se forman,
etc.

7-dNTPs

La concentracion de dNTP debe variar
segun el tamafo de la secuencia target a ampli-
ficar. En una PCR multiplex las concentraciones de
dNTP pueden incrementarse en forma gradual de
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50 a 1200 mM cada uno. Los mejores resultados
fueron a 200y 400 mM de cada dNTP, valores por
encima de los cuales la amplificacion se inhibe
rapidamente. Se permite una concentracion mas
baja de dNTP (50 mM) pero se obtiene menor
cantidad de productos. En contraste, un aumento
de las concentraciones de dNTP puede inhibir

rapidamente la PCR, ya que estos unen magnesio
(12,13)

A pesar de lo anteriormente mencionado,
recientemente se hapropuestoelusode dNTPsde
inicio en caliente, que contienen un grupo pro-
tector 3'-tetrahidrofuranilo (THF) termolabil que
se libera a altas temperaturas de PCR. Su uso
bloquea la extension del cebador a las tempe-
raturas iniciales de trabajo mas bajas, lo que re-
duce la acumulacién de artefactos fuera del obje-
tivo durante la PCR. A temperaturas de inicio en
caliente (~95 °C), se libera el grupo protector 3™
THF, lo que produce un sustrato de dNTP estandar
adecuado para la incorporacion de la polimerasa
de ADN. La aplicaciéon de estos dNTP mejora la
eficiencia, la sensibilidad y la especificidad en Ia

PCR multiplex ®.

Varios fabricantes (Roche, QIAGEN, GE
Healthcare Life Sciences) venden dNTP que han
sido purificados mediante HPLC de alta resolucion
(HR-HPLCQ) y estdn hechos especificamente para
su uso como sustratos en PCR. Estos dNTP estan
libres de tetrafosfatos y pirofosfatos que pueden
inhibir las PCR. Las soluciones madre de dNTP son
sensibles a la congelacion y descongelacion.
Después de algunos ciclos de congelacién y des-
congelacidn, la eficiencia de las PCR comienza a
disminuir. Para evitar problemas, las existencias de
dNTP (100-200 mM), ya sean caseros o com-
prados, deben almacenarse a -20 °C en alicuotas
pequenas (2-5 pL) en recipientes de 10 m MTris
(pH 8,0) que debe desecharse tras el segundo ciclo
de congelacion-descongelacién. El almacena-
miento en H,0 no tamponada puede promover la
hidrdlisis acida de los dNTPs. Durante el alma-
cenamiento a largo plazo a -20°C, pequefias canti-
dades de agua se evaporany luego se congelan en
las paredes del vial. Para minimizar los cambios en
la concentracidn, los viales que contienen solu-
ciones de dNTP deben centrifugarse durante unos
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segundos en una microcentrifuga después de des-
congelarlos.

8-Cationes divalente: Concentracion de Mgcl,

Algunas empresas (p. e€j., Life Technolo-
gies, Sigma-Aldrich, Roche y Alliance Bio) venden
kits de optimizacion de tampones para PCR que
contienen varias formulaciones de tampones que
permiten a los investigadores determinar las con-
diciones de reaccidn dptimas para combinaciones
particulares de cebador-plantilla. Una vez que se
han identificado estas condiciones, el mejor
tampdn se puede comprar en volumen o ensa-
mblar en el laboratorio. Alternativamente, la opti-
mizacion se puede lograr comparando el ren-
dimiento obtenido de una serie de 10 PCR que
contienen concentraciones de Mg * que oscilan
entre 0,5y5,0 mM, enincrementos de 0,5mM.

Balance dNTP/MgCl,: los dNTP se unen a
Mg”, la concentraciéon de ambos estd estrecha-
mente relacionada. Un aumento en la concentra-
cion de los ANTP puede inhibir rapidamente la
PCR, ya que no queda magnesio libre para que la
enzima funcione. Por otra parte, la concentracién
excesivade magnesio estabilizala doble cadena de
ADN vy evita la desnaturalizacién completa del
mismo, lo que reduce el rendimiento. Ademas,
puede estabilizar la unién de los primers en sitios
incorrectos, con lo cual disminuye la especificidad.
Se ha visto que combinando varias cantidades de
dNTP y MgCl,, se encontré que 200 mM de cada
dNTP funcionan bien en 1,5-2 mM de MgCI.. El
umbral para la reaccién fue aproximadamente de
0,5a1mM de MgCl, sobrela concentracién total de
dNTP, con amplificacién por PCR reducida por

debajo de esta concentracién de Mgcl,®.

9-Concentracion de Buffer

Los buffers para ser usados en PCR Multi-
plex facilitan la amplificacion de multiples pro-
ductos de PCR y presentan una equilibrada con-
centracion de sales y aditivos para garantizar
eficiencias comparables para la hibridacién y

extensién de todos los cebadores enlareaccién .

10-Templado (ADN genémico)
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El genoma haploide humano tiene 3,3x-
10°nt= 4,7x10'pM/g= 2,8x10° moléculas/g. Tanto la
calidad como la cantidad de la plantilla inicial de
acido nucleico afectan la PCR, en particular, Ia
sensibilidad y la eficiencia de las amplificaciones. La
eficiencia de hibridacion de los cebadores con la
plantilla es un factorimportante enla PCR. Debido
a la naturaleza termodindmica de la reaccidn, la
relacion cebador: plantilla influye fuertemente en
la especificidad y eficiencia de la PCR y debe
optimizarse empiricamente. Si se usa muy poca
ADN gendmico, es posible que los cebadores no
puedan encontrar sus secuencias complemen-
tarias. Por el contrario, si es demasiada cantidad
puede conducir a un aumento de los eventos de
cebadorincorrecto.

11-Uso de Aditivos

Son muy usados en las PCR multiplex y
afectan distintos parametros “*. Se clasifican en:

Aditivos que afectanlaTmy la estabilidad
-Sulfato de amonio

Se ha demostrado que el sulfato de amo-
nio (NH,),SO, aumenta la eficiencia y la especi-
ficidad de la PCR en concentraciones de entre 15 y
30 mM, cuando se usa en lugar de KCl, o cuando se
usa a una concentracion de 10 mM junto con una
concentracion reducida de KCl de 1omM. Parece
funcionar al desestabilizar los enlaces de hidré-
geno entre los nucledtidos, reduciendo efectiva-
mente la Tm de unamanera que puedafavorecerla
hibridacién especifica sobrelainespecifica.

-CTMA o cloruro de tetrametilamonio a una con-
centraciéon de 60 mM, aumenta tanto el rendi-
miento como la especificidad al aumentar la esta-
bilidad de la unién AT, aparentemente al acercarla
energiadeunidnaladelosenlaces GC.

Aditivos pararesolver las estructuras secundarias

-Formamida: la formamida en una concentracidén
de 1-5 % aumenta la especificidad cuando se
amplifica en regiones ricas en GC lo cual interfiere
conlaformaciénde enlaces de hidrégeno entre las




doshebrasde ADN.

-Betaina: fue descubierta en la remolacha y es un
andlogo de aminoacido con cargas positivas y
negativas cercanas al pH neutro. Reduce la forma-
cién de estructuras secundarias al disminuir la Tm
de las regiones ricas en GC. Se utiliza a una
concentraciondeo,5Ma1,0 M.

-Dimetilsulféxido (DMSO) en una concentracion
de 1-10 Z actiainterrumpiendo el re-annealing inter
eintrahebra enregionesricas en GC. El cual se une
alos surcosmayorymenor del ADN y desestabiliza
la doble hélice; también proporciona estabilidad
térmica contraladepurinacion.

-EcoSSB: es una proteina de unién monocatenaria
derivada de E. coli. Esta proteina debe ser agre-
gada en cantidades de 0,7 a 1,5 ug por reaccion, se
cree que aumenta la procesividad de Taq polime-

rasay/olafusién de estructura secundaria, aumen-
tando la eficienciaal amplificar secuencias dificiles.

-Proteina del gen 32 del fago T4 es una proteina de
unidon monocatenaria, pero esta se deriva del
bacteriéfago T4. Esta proteina puede aumentar la
eficiencia en reacciones dificiles de RT-PCR cuan-
doseagregaaunaconcentracionde 150 ng/uL.

-7-deaza-2"-desoxiguanosina (deaza-dGTP): es un
recurso que se usa cuando se amplifica ADN de
baja calidad. Se reemplaza dGTP con 7-deaza-2"-
desoxiguanosina enlamisma concentracion. Asise
puede aumentar el rendimiento cuando se ampli-
ficaenregionesricasen GC.

Estabilizadores Taq polimerasa

-BSA:elusode BSA en concentracionesde10a100
ug/ml une péptidos y sacdridos que puedan inhibir
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la polimerasa y puede reducir su adsorcion en el
tubo dereaccion.

-Detergentes: Tween-20, Triton X-100 o NP-40
pueden serseguros en concentraciones de hastael
0,5%.

-Glicerol: El glicerol adicional a una concentracion
entre el 5y el 20 % puede aumentar los rendi-
mientos y permitir la amplificacion de amplicones
mas largos, posiblemente aumentando la estabili-
dad térmica delapolimerasayreduciendolaTmde
los primers.

Agente(s) de aglomeramiento

-El Polietilenglicol (PEG) ocupa un volumen en la
mezcla dereaccién, aumentando la concentracion
efectiva de todos los demas reactivos. El aumento
efectivo de oligos en particular aumentara, a su
vez su Tm y promovera la interaccion. Se utiliza
PEG-6000aunaconcentraciondelsal15%.

B-PROTOCOLOS PARAPCR MULTIPLEX

Inicialmente tenemos dos opciones: PCR
multiplex estandar y multiplex con secuencias
ricosen GC (265 %de contenido de GC).

Protocolo 1: PCR multiplex estdndar

Este protocolo estd optimizado para to-

das las aplicaciones de PCR multiplex estandar,
tabla 4.

TablalVv

Tabla N24 : Protocolo Universal de ciclado para PCR multiplex

Paso Tiempo Temperatura
Paso Inicial 15 minutos 952C Activacién Taq Hot-Star
Ciclado
Desnaturalizacion 30s 942C
Annealing 80s 57-632C Sino puede hacerse el gradiente,
comenzar con 60°C
Extension S0s 72°C Depende de |a procesividad de la enzima

Ciclos 30-35
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-Al utiliza un sistema de PCR multiplex ya esta-
blecido, se debe utilizar la temperatura de hibri-
dacion previamente establecida, en combinacidn
con las condiciones de ciclo especificadas en este
protocolo.

-Eltiempo de annealing debe ser de 90 segundos.

-Utilizar concentracionesiguales (0,2 uM) de todos
los cebadores.

-La PCR debe comenzar con un paso de activacion
de 15 minutos a 95 °C para activar Polimerasa de
ADN HotStar.

-Comenzar con una concentracién inicial de Mg™
de3mM.

Protocolo 2: PCR multiplex para secuencias compli-
cadas

Se utiliza este protocolo para los sistemas
de PCR ricos en GC (265 % de contenido de GC) o
que tengan un alto grado de estructura secun-
daria. Eluso de aditivos cambia el comportamiento
de fusién del ADN. En la Figura 1, podemos ob-
servar los pasos a seguir en una PCR multiplex. La
eleccion de uno u otro camino va a depender de las
caracteristicas de la secuencia a amplificar. Sitiene
un porcentaje de GCmenor de 65% o sila secuencia
tiene una concentracion de GC igual o mayor del
65%. En este caso se utilizan distintos aditivos en la
concentracidnindicada.

Figura1

[ PCR MULTIPLEX ]

Agregarigual concentracidn
para todos los primers

0,2uM
} = Betaina » »2,/M
[ Solucién con aditivos 5% |* mﬁ:**z:;“
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APLICACIONES CLINICAS

Algunas de las actuales aplicaciones en
bioquimica clinica incluyen su uso como diagnos-
tico microbioldgico y en enfermedades genéticas.
En las dltimas décadas, los métodos moleculares,
entre los cuales se encuentra la PCR multiplex han
brindado ayuda adicional para reconocer los pato-
genos etioldgicos de la meningitis. Se ha demos-
trado que las herramientas moleculares son rapi-
das, baratas y eficientes para identificar diferentes
microorganismos, como bacterias, virus u hongos.
Con respecto a la meningitis bacteriana, se ha
informado que los métodos de diagndstico mole-
cular pueden ser sensibles y especificos para dife-
rentes organismos y pueden ser aplicados para
detectar patdgenos en muestras de sangre o LCR
de pacientes en los que los cultivos permanecen
negativos o que fueron pretratados con antimi-
crobianos “*?. En adultos se ha usado para la dife-
renciacién rdpida de micobacterias no tuber-
culosas de M.tuberculosis ©’. Ademas, una de las
grandes ventajas de la PCR multiplex es el uso de
un pequefo volumen de muestra clinica para el
ensayo molecular de varios patdgenos simulta-
neamente. Se la utiliza para el diagndstico de
infecciones respiratorias virales ®”, para el diag-
néstico de protozoos intestinales ®”, para vagi-
nosis ®”; en otitis por microorganismos (35), para el
diagnds-tico de la infeccidn por Helicobacter pylori
%9y diagnostico prenatal ®”.  Liu y col (2020)
desarrollé una multiplex para detectar los genes
mcr para detectar la resistencia a la colistina
mediada por pldsmidos ®” y Wang y col. (2015) una
multiplex gap-PCR para detectar deleciones en el

gende-globina causantes de -talasemia ®.
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Perfect Match PCR Enhancer (Agilent):
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Leucemia linfocitica aguda con infiltracién en la piel.
Presentacion de un caso y revision de la literatura

Este mes, en nuestra presentacion de caso, LLA con manifestaciones cutaneas

compatibles con leucemia cutanea
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>>> RESUMEN

Laleucemia cutdnea es una patologia muy

poco frecuentey se puede presentar en diferentes
tipos de leucemias asociadas o no a sindromes

genéticos. Es una forma muy poco comun de pre-
sentacion inicial de malignidad. Por sus lesiones
inespecificas en la piel y la similitud con diversas
patologias cutdneas representa un gran desafio
diagndstico para el dermatdlogo pedidtrico. Se
presenta el caso de un niflo de 5 afios con ante-
cedentes de leucemia linfocitica aguda con le-
siones papulosas descamativas de aspecto lique-
noide diseminados en tegumento cutdneo. Se rea-
lizé una biopsia cutdnea bajo la sospecha de infil-
tracion a piel o leucemia cutis. Se discutid el caso
para llegar a la confirmacion diagndstica de leu-
cemia cutanea. Se inici6 el tratamiento en el Ser-
vicio de Hematologia. Esta enfermedad hema-
toldgica se manifiesta ocasionalmente en la piel y
cuandolo hace es necesario reconocerla para com-
pletar su diagndstico y tratamiento y salvar la vida
del paciente afectado como en este caso. Elinterés
de esta presentacidn radica en que la aparicion de
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lesiones cutdneas, aunque sean inespecificas, en
un paciente con leucemia, debe alertar al equipo
médico tratante para su rapido estudio y asi
orientar la conducta terapéutica y por su baja
incidencia de presentacion.

Palabras clave: leucemia linfocitica aguda, lesiones
cutaneas,reporte de casos
>>> INTRODUCCION
Laleucemia cutdnea (LC) es una patologia
muy poco frecuente y se puede presentar en
diferentes tipos de leucemias asociadas o no a

sindromes genéticos. Es una forma muy poco co-
mun de presentacién inicial de malignidad.”

Conceptualmente se define como la infil-
traciéon de la epidermis, dermis y tejido subcutaneo
por leucocitos neopldsicos o por sus precursores,
lo que resulta en lesiones cutdneas clinicamente
. . (1,2)
identificables.

La LC obedece a la proliferacién local de
células leucémicas en la piel, sin embargo, se
desconoce como se produce la migracion de esas
células.”

Algunos pacientes con trisomia 21y sin-
drome de Noonan se encuentran en mayor riesgo
de desarrollar LC. Aproximadamente entreun 25y
un 30 % de los recién nacidos con leucemia pre-
sentan leucemia cutis.*”

En general, la LC tiene un pobre pronds-
tico. La presencia de LC en la leucemia mieloide
aguda (LMA) y leucemia linfocitica aguda (LLA)
indicaun curso agresivoy de bajasobrevida.

Aproximadamente el 90 % de los pacien-
tes con LC presenta afectacidn extramedular a
otro nivel y un 40 %infiltracién meningea.”

Multiples estudios han demostrado que
hasta un 50 % de los pacientes con LMA mielomo-
nocitica y monocitica (M4-Ms) desarrollan LC en
alginmomento de la enfermedad.®*”

Las lesiones cutaneas que pueden presen-
tarse asociadas a las leucemias se clasifican en dos
grupos: 1) lesiones inespecificas, también deno-
minadas leucemides y 2) lesiones especificas o
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LC.”

Las manifestaciones clinicas tienen un
amplio espectro y van desde la presencia de pete-
quias y equimosis por trombocitopenia, infe-
cciones asociadas a neutropenia, hasta las derma-
tosis paraneopldsicas tales como vasculitis, pen-
figoide ampollar, pioderma gangrenoso.”

Para el especialista en dermatologia re-
presentaunreto el diagndstico la LC en el nifio, por
las lesiones inespecificas que se pueden presentar
como en este caso queinicid conlesiones cutaneas
de aspecto liquenoide. La biopsia cutanea cons-
tituye un pilar indispensable para el diagndstico
certerodelaLC.”

El empleo de técnicas de inmunohisto-
quimica y paneles de anticuerpos monoclonales
son utiles para caracterizar las células neoplasicas
y definir el tipo de leucemia que se presenta.”

El tratamiento sistémico con quimiote-
rapialogralaremisidon de laenfermedad enmédula
Osea, pero habitualmente no controla la leucemia
cuténea.®?

Se presenta este reporte con el objetivo
de valorar el diagndstico de leucemia cutanea
infantil ante un paciente con lesiones cutdneas
inespecificas y antecedentes de leucemia linfo-
citicaaguda.

El interés de esta presentacion radica en
que la aparicidon de lesiones cutaneas, aunque sean
inespecificas, en un paciente con leucemia, debe
alertar al equipo médico tratante para su rapido
estudio y asi orientar la conducta terapéutica. Ade-
mas, por su bajaincidencia de presentacion.

PRESENTACION DE CASO

Se presenta el caso de un nifio de 5 afios
de edad con antecedentes patoldgicos personales
(APP) de leucemia linfocitica aguda en trata-
miento actual y con antecedentes patoldgicos
familiares (APF) de padre fallecido por céncer de
pulmadn. El paciente fue valorado en el Servicio de
Dermatologia Pedidtrica en la sala de Hematologia
en junio del 2021 en el Hospital Pediatrico Uni-
versitario José Luis Miranda de Villa Clara por
lesiones cutdneas que al inicio eran de aspecto




liquenoide, predominando a nivel del troncoy cue- >> Figura 1. Se observan lesiones en placa
ro cabelludo, acompafiado de prurito ocasional. eritematopapulosas noinfiltradas.

Fue interpretado como posible liquen plano o

reaccion liquenoide secundario a drogas por el

extenso tratamiento que mantenia por su enfer-

medad de base. Se indicaron cremas esteroideas y

antihistaminicos sin mejoria clinica evidente luego

de30diasdesureconsultaensala.

Al examen fisico se observaron lesiones
en placa eritematopapulosas no infiltradas, con
descamacidén blanquecinay multiples maculas resi-
duales a nivel del tronco, con pequefios nédulos
consuperficie costrosa. (Figura1).

Este cuadro cutaneo se extendid a las for-
mandose pdpulas con vesiculas en su extre-
midades inferiores y regién genital, superficie que
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serompiany evolucionaban a seropdpulas. (Figura

2).

>> Figura 2. Lesion tumoral, irregular con
predominio de papulas duras a la palpacidn loca-
lizadas en eritemato descamativas.

Ademas, aparecieron algunos tumores
cara interna del muslo izquierdo y region lateral
eritematosos pequefios como el observado en del
tronco. (Figura3).

>> Figura 3. Se observaron algunos tumores
eritematosos pequefios.

Revista Bioanalisis | Enero 2023 | 133 ejemplares

El prurito se incrementd y las lesiones
comenzaron a infiltrarse y se diseminaron a cuero
cabelludo. (Figura ).

> > Figura 4. Lesiones diseminadas a sdlidos,
de 6x8 mmlocalizadasenel cuero cabelludo.

Luego de discutir el caso con el Servicio de
Hematologia se realiz6 biopsia cutanea con los
diagndsticos presuntivos de leucemia cutanea,
infiltracién maligna a piel y erupcién liquenoide por
farmacos. El estudio histopatoldgico confirmé el
diagndstico de leucemia cutanea y se inicid el
tratamiento segun protocolo por la especialidad
de hematologia pediatrica.

>>> DISCUSION

La leucemia cutis produce infiltraciondela
piel por células leucémicas y se presenta general-
mente en el curso de una enfermedad hemato-
Iégica conocida, aunque también puede ser su
primera forma de manifestacion.

Esta entidad presenta multiples denomi-
naciones segun la estirpe hematoldgica a la cual
debasuetiologia. En el caso de quelos precursores
sean granulociticos se la denomina sarcoma gra-
nulocitico, leucemia extramedular primaria o clo-

roma.”?




Cuando los precursores son monociticos
se la llama también sarcoma monoblastico. Los
términos sarcoma mieloide y tumor de células
mieloides extramedulares hacen referencia tanto
a tumores de la estirpe granulocitica como mono-
citica. Cuando se trata de linfocitos, se denomina
linfociticacomo en el caso que se presenta.®”

LaprevalenciadelaLCesentreel2yel10%
en todas las leucemias, pero es mas frecuente en
LMA (10-15 %), y dentro de esta, en las formas
monocitica (M5)y mielomonocitica (M4).*>”

Enla LLA lainfiltracidn cutaneaesdel1%y
se describen casos esporadicos, porque es la for-
ma que menos infiltracidn a piel produce en edad
pediétrica.”’

El mecanismo patogénico por el cual se
desarrollala LC es desconocido. Algunas hipdtesis
plantean la existencia de clones de células tumo-

rales en la médula dsea que presentarian especial
afinidad por la piel y por ello migrarian hacia la
dermis.”

La forma de presentacion clinica es varia-
ble. La instalacidn de las lesiones cutaneas habi-
tualmente sucede en un periodo de dos a tres
semanasy las lesiones caracteristicas consisten en
papulas, nddulos (60 %) o placas infiltradas (26
%).>*? Estas pueden ser Unicas o muiltiples; erite-
matosas, purpuricas o pardas. Generalmente cur-
san de forma asintomatica, aunque en ocasiones
pueden ser pruriginosas o dolorosas.”

Los sitios mas afectados sonlos miembros
inferiores, seguidos por los miembros superiores,
el tronco, el cuero cabelludo y la cara.*** Algunos
trabajos describen formas de leucemia cutis con
tendencia a infiltrar cicatrices, quemaduras, sitios
de venopuncién y dreas previamente afectadas
por herpes simple, herpes zoster o leishma-

Ne
-Tripsin
-TSH

glgligle

a -Biologia Molecular
-Corticosterona rata/ratén

-Galactosa

-Fenilalanina
-17a-OH-Progesterona Neonatal
-MSUD jNUEVO!

Equipamientos e insumaos
-Lectores verticales manuales y
automdaticos

-Lavadores de microplacas

manuales y automaticos LABORATORIOS BACON
-Pipetas punto fijo y multicanal

-Microtiras y microplacas alta ‘{&! 5411 2078 -1050
densidad para ELISA

-Microplacas filtrantes millipore . 5411 2238 - 4208

-Agitador orbital
-Sacabocados para Tarjeta Toma
de Muestra

. ventas@bacon.com.ar

www.bacon.com.ar




niasis.“®

Existenformasinusuales de presentacion.
Se han comunicado casos de leucemia cutis con
manifestaciones clinicas similares a dermatosis
acantolitica transitoria, ulceraciones genitales, le-
siones ezcematosas, lesiones ampollares, afecta-
cién conjuntival aislada, paroniquia crdnica y no-
dulo de lahermana Mary Joseph. Por lo anterior se
describe esta entidad como la gran simuladora en
dermatologia."

El 90 % de los pacientes que presentan
leucemia cutis tienen compromiso extramedular
con compromiso meningeo enun 40 % de los casos,
por lo que se recomienda siempre el estudio del
liquido cefalorraquideo.®

La biopsia de piel confirma en todos los
casos el diagndstico de leucemia cutis. El estudio
histoldgico evidencialainfiltracion deladermisyla
hipodermis por células blasticas (ntcleo grande e
irregular), con patrén perivascular, perianexial,
difuso, intersticial o nodular.®

La LC se considera un signo de mal pro-
ndstico a corto plazo debido a que la mortalidad al
afo de su aparicion se estima entre el 85 y el 88
%.(2;4)

El tratamiento se debe iniciar de manera
oportuna y debe utilizarse en conjunto la radiote-
rapia con bafio de electrones que permiten con-
trolarla expresién en piel delaleucemia.®**

De no ser tratada, puede actuar como
reservorio y ser el origen de una recaida pos-
terior.”"” Es importante considerar que la admi-
nistracion de antraciclinas luego de la radioterapia
con bafio de electrones puede generar una
toxicidad cutanea letal. Por esto, se recomienda
espaciar ambas terapéuticas al menos por siete
dias o bien utilizar citarabina a altas dosis en
reemplazo de las antraciclinas.” La terapéutica
topica dependera del estado de la piel y los sinto-
mas acompafiantes.®

La leucemia cutdnea representa una rara
dermatosis en el nifio. La biopsia de piel constituye
el pilar mds importante para su diagndstico y
tratamiento oportunos.
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Mieloblastos en sangre periférica de recién nacido
con sindrome de Down: ;leucemia mieloide aguda o
mielopoyesis anormal transitoria?

En recién nacidos con Sindrome de Down el analisis del hemograma y la mor-
fologia de sangre periférica permiten detectar tempranamente casos de mielopoyesis

anormal transitoria y diferenciar adecuadamente de otros trastornos
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>>> CASO CLIiNICO
Se presenta el caso de una pacienterecién

nacida con cariotipo 47, XX, +21 (sindrome de
Down). Nacida a término con adecuado peso para

la edad gestacional, parto mediante cesarea. A su
nacimiento, la paciente es ingresada en neona-
tologia debido a hipoxemia. Se le realiza una
analitica de control con andlisis bioquimico y he-
mograma. En la bioquimica Unicamente destacan
la hipoglucemia, la hipercalcemia y la bilirrubina
indirecta elevada, alteraciones comunes en los
recién nacidos. En cuanto al hemograma no se
objetivan citopenias, solo destaca la presencia de
reticulocitosis, fisiolégica también en estos casos.
Sin embargo, los escatergramas obtenidos me-
diante citometria de flujo con ldser semiconductor
resultan anormales y se sospecha la presencia de
blastos en sangre periférica (Figura 1). Debido a
estos hallazgos, se amplia el estudio mediante
revision delfrotis sanguineoy se contabilizanun 39
% de blastos (Figura 2), 34 % de neutrdfilos, 3 % de
mielocitos, 2 % de linfocitos y 12 % de monocitos. A




su vez, se cuentan 216 eritroblastos en diferentes
estadios madurativos sobre 100 leucocitos.

> > Figura 1. Representacion grafica de esca-
tergramas obtenidos mediante citometria de flujo
con laser semiconductor (Sysmex XN). Descrip-
cién de canales de andlisis utilizados. A: escater-
grama obtenido mediante canal WDF. B: escater-
grama obtenido mediante canal dereticulocitos. C:
escatergrama obtenido mediante canal WPC. D:
escatergrama obtenido mediante canal WNR.

>> Figura 2. Imagen obtenida mediante mi-
croscopia digital (CellaVision) de la extension de
sangre periférica de la paciente. Se observan cua-
tro células inmaduras, con cromatina laxay 2 0 3
nucléolos, con citoplasma basdfilo y escasa gra-
nulacién.
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Ante la elevada cantidad de células inma-
duras se decide realizar el estudio del inmuno-
fenotipado celular y se contabilizan un 37,74 % de
blastos mieloides con fenotipo sugestivo de dife-
renciacion megacarioblastica.

Una vez confirmado el hallazgo de blastos
en sangre periférica en una cantidad superior al 20
%, se plantean dos posibles diagndsticos: la leuce-
mia mieloide aguda (LMA) y la mielopoyesis anor-
mal transitoria (MAT). Ante la imposibilidad de
diferenciar entre estas dos entidades, decide ado-
ptarse una actitud expectante convigilancia clinica
y analiticaestrecha.

Durante el ingreso se realizan multiples
hemogramas y andlisis de morfologia de sangre
periférica para controlar la evolucién de la pa-
ciente. El contaje de blastos y de eritroblastos mu-
estra un claro descenso en el nimero con el trans-
curso del tiempo, que descienden a cifras inferio-
res al 20 % al noveno dia del ingreso. A su vez, la
cifra de plaquetas desciende, lo que da lugar a
trombocitopenia desde el tercer dia del ingreso
hasta el dia 26. La cifra de leucocitos, en cambio,
aumenta el tercer dia desde el ingreso hasta llegar
a valores superiores 50 000 leucocitos/pL, por lo
que se considerareaccion leucemoide. Por ultimo,
se observa una discreta esplenomegalia mediante
ecografiaabdominal.

Finalmente, se confirma el diagndstico de
MAT por el descenso espontaneo de blastos en
sangre periférica. La paciente es dada de alta 46
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dias después delingreso conun1%deblastosyun2
% de eritroblastos en sangre periférica. Actualmen-
te la paciente se encuentra en seguimiento por el
servicio de hematologia.

>>> DISCUSION

La mielopoyesis anormal transitoria es un
sindrome mieloproliferativo transitorio que cursa
con proliferacidon de blastos mieloides enlamédula
dsea que habitualmente infiltran la sangre perifé-
rica. La mayoria de los casos se han detectado en
recién nacidos y fetos con sindrome de Down (SD)
y aparece en un 4-10 % de los nacidos con trisomia
21, aunque también puede aparecer en pacientes
sin este cariotipo . Se desconoce su incidencia
real, ya que puede cursar de maneraasintomaticay
no siempre se realiza el andlisis de sangre perifé-
rica en neonatos con SD ?. Es un sindrome transi-
torio, puesto que remite espontaneamente en el
plazo de 3 meses, pero aproximadamente enun10-
20%delos pacientes evolucionaa LMA®.

Clinicamente la MAT se manifiesta me-
diante hepatomegalia, esplenomegalia y presen-
cia de mieloblastos en sangre periférica, al igual
que la LMA. A su vez, puede aparecer anemia o
trombocitopenia. Cuando aparece en el feto,
usualmente se manifiesta como hidropesia fetal ®.
A pesar de que la mayoria de los pacientes con
MAT experimente una recuperacion clinica espon-
tanea, aproximadamente un 20 % muere debido a
complicaciones como insuficiencia hepatica o car-
diopulmonar “. Por lo tanto, algunos pacientes
son tratados con antineoplésicos a dosis bajas .

Tanto clinica como hematoldgica y analiti-
camente esindiferenciable dela LMA, porlo tanto,
ante sospecha de MAT, la recomendacidn es man-
tener una actitud de vigilancia con control clinico y
analitico. Si efectivamente se tratara de MAT, la
cifra de blastos descendera en el plazo de unos 3
meses; en cambio, si se tratara de LMA, no habrd
unaremision espontdnea.

Diversos estudios han descrito mutacio-
nes en el gen GATA-1 en pacientes con MAT y SD.
Esta mutacidn es detectable durante la prolife-
racion mieloide, no asi en la fase de remisién ni
tampoco en pacientes con leucemia megaca-




riobldstica aguda (LMCA), pero sin SD. Por lo tan-
to, se ha propuesto unarelacién entre la mutacion
del gen GATA-1y la evoluciéon del MAT a LMCA en
pacientes con SD ", En el estudio realizado por
Mansini AP et al. se observaron mutaciones en
GATA-1 en todos los pacientes con MAT analiza-
dos. En aquellos pacientes con MAT que desarro-
[laron LMCA se observd la adquisicion de nuevas

mutaciones en el GATA-1",

El gen GATA binding protein 1 (GATA-1)
codifica un factor de activacién de la transcripcidén
de vital importancia para la correcta eritropoyesis
y trombopoyesis “**°, A pesar de que las muta-
ciones detectadas son varias, todas parecen dar
lugar a la sintesis de una proteina GATA-1 acortada
(GATA-1s). Diversos estudios han relacionado la
proteina GATA-1s con el aumento de la prolife-
racién megacariocitica “*”. Ademds, se ha pro-
puesto el analisis del GATA-1 en células de sangre

periférica en aquellos neonatos con SD que pre-
senten anomalias en el recuento celular o en Ia
revision del frotis sanguineo compatibles con
MAT. Para ello, seria necesario instaurar el andlisis
del hemogramay del recuento celular en todos los
recién nacidos con trisomia 21. Esto permitiria de-
tectar una posible MAT en pacientes asinto-
méticos .

Enlo que respecta ala morfologia, debido
a la afectacién principal de la serie plaquetar,
morfoldgicamente se observan alteraciones dise-
ritropoyéticas y dismegacariopoyéticas ®. En cuan-
to a los blastos observados en las proliferaciones
mieloides en pacientes con trisomia 21, habitual-
mente son células grandes, con nucleo redondea-
do, citoplasma baséfilo y con presencia de mame-
lones. Ademads, son células mieloperoxidasa y ne-
gro Sudan negativas. De forma caracteristica, el
inmunofenotipado muestra diferenciacién mega-
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carioblasticay son células positivas en CD33,CD38,
CD117, CD34, CD7, CD56, CD36, CD71, CD42by en
los receptores de la trombopoyetina, eritropoye-
tinaelL3

Volviendo al caso de la paciente en cues-
tidn, en un principio destaca el hallazgo de mielo-
blastos en sangre periférica junto con un hemo-
grama aparentemente normal. Debido al numero
de blastos observados (blastos > 20 %) se plantean
dos posibles diagndsticos indiferenciables en el
momento: la LMA y la MAT. Con el paso del tiem-
po, el recuento de leucocitos aumenta hasta cifras
superiores a 50 000 leucocitos/uL, por lo que se
considerareacciénleucemoide. Por otro lado, la ci-
fra de plaquetas desciende durante el ingreso
hasta valores inferiores al rango de referencia y
recupera valores dentro del rango 26 dias después
delingreso (rango de referencia en recién nacidos:
220-490 x 103/uL). Ademas, se observa una dis-
creta esplenomegalia mediante ecografia. Todos
estos son hallazgos compatibles tanto conla LMA
como conla MAT. En cuanto alacifrade blastos, se
realiza el andlisis del frotis de sangre periférica en
repetidas ocasiones para controlar la evoluciéon de
la paciente y se observa un marcado descenso de
los mieloblastos hasta llegar a valores inferiores al
20%9dias después del nacimiento.

En el caso de la paciente, no se considerd
necesario utilizar ningun tratamiento quimiotera-
péutico. Fue dada de alta con una cifra de blastos
ensangre periféricade un1%. Por ultimo, se solicitd
el andlisis del gen GATA1Yy se detectd una variante
delgen debidaaun cambio de nucleétido.

Actualmente, la paciente continta en se-
guimiento por el servicio de hematologia y en
vigilancia periddica mediante hemogramas debido
al riesgo de desarrollar una leucemia mieloide
asociadaaSD.

>>> PUNTOSARECORDAR

Las leucemias agudas son el resultado de
la proliferacién clonal de células inmaduras debido
a una alteracion genética. En concreto, la LMA se
caracteriza por el hallazgo en sangre periférica o
enlamédula dsea de mieloblastos en una cantidad
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superioral 20%.

Las personas con SD tienen una tendencia
mayor a desarrollar LMA, habitualmente relacio-
nada con proliferacion megacariobldstica. En
cuanto a la genética, los casos de pacientes con
trisomia 21 que desarrollan LMA han sido relacio-
nados conmutaciones del gen GATA-1.

La MAT aparece normalmente en pacien-
tes con SD, aunque también se observa en recién
nacidos sin esta trisomia. Se caracteriza por la pre-
sencia de leucocitosis y blastos en sangre peri-
férica que descienden espontaneamente. Normal-
mente norequiere de tratamiento antineoplasico.

El andlisis del hemograma y la morfologia
de sangre periférica en neonatos con SD permiten
detectar de forma precoz estas patologias y reali-
zar el seguimiento adecuado, incluso en casos asin-
tomaticos.
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FORMACION DE POSGRADO

>>> EDUCACION A DISTANCIA

Actualizacion en Hemostasia y
Coagulacién

Inscripcidon: permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional
del Litoral)

E-mail:
formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar

Web: www.fbcb.unl.edu.ar

Bioquimica Clinica de los Liquidos y
Electrolitos

Inscripcion Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional
del Litoral)

E-mail:

formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar

Web: www.fbcb.unl.edu.ar/app/cursos

Especializacién en Bioquimica Clinica
en area de Microbiologia

Modalidad: online

Organiza: Universidad Nacional de La
Rioja

Email: posgrado.dacefyn@unlar.edu.ar

Curso Online - El Laboratorio en el

Servicio de Urgencias.

Fecha: Mayo a Diciembre 2021
Modalidad: ONLINE

Organiza: Colegio Profesional de
Ciencias Bioquimicas de la Provincia de
Cordoba

Info:
https://cobico.com.ar/curso-online-el-

laboratorio-en-el-servicio-de-urgencias/

Curso Online - Diagndstico
Bacteriolégico y su aplicacién a casos
clinicos 2021: resistencia
antimicrobiana, infecciones en
pacientes inmunocomprometidos y
errores del laboratorio.

Fecha: Abril a Noviembre 2022
Modalidad: Online

Organiza: Colegio Profesional de
Ciencias Bioquimicas de la Provincia de
Cordoba

Info:
https://cobico.com.ar/curso-online-
diagnostico-bacteriologico-y-su-
aplicacion-a-casos-clinicos-2021-
resistencia-antimicrobiana-infecciones-
en-pacientes-inmunocomprometidos-y-

errores-del-laboratorio/




Especializaciéon en Endocrinologia
Fecha: 2022 Caba Argentina
Organiza: UBA Universidad de Buenos

Aires

Info: posgrado@ffyb.uba.ar

Curso Estival: el Urocultivo, una
Herramienta para el Diagndstico
Microbioldgico de las Infecciones
Urinarias

Fecha: Diciembre 2022 a Marzo 2023
Modalidad: Online

Organiza: Colegio Profesional de
Ciencias Bioquimicas de la Provincia de
Cdérdoba

e-mail: cobico@cobico.com.ar

-www.cobico.com.ar

>>> PRESENCIALES NACIONALES

ABA 74° Congreso Argentino de
Bioquimica 2023

Fecha: 13 al 16 de Junio 2023

Buenos Aires Marriot Hotel Argentina

Email: cursos@aba-online.org.ar

CONGRESO CUBRA 2023
Fecha: 5-6 y 7 de Octubre 2023
Lugar: Mendoza

Modalidad: Presencial

>>> INTERNACIONALES

XXIV IFCC - EFLM Euromedlab Munich
2021

Fecha: 28 de noviembre al 2 de
diciembre de 2022

Lugar: Munich Alemania

Email: info@rwgroup.com.ar

AACB 58TH ANNUAL SCIENTIFIC
CONFERENCE

Lugar: Brisbone Australia

Email: conference(@aacb.asn.au

Web:
http://www.euromedlab2021munich.or

gl

XXV IFCC-EFLM WorldLab-Euro
Medlab Rome

Fecha: 21 al 25 de mayo 2023

Lugar: Rome, Italia

Web:
https://www.emedevents.com/c/medic
al-conferences-2023/xxv-ifcc-eflm-
worldlab-euromedlab-rome-2023
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BIOAGENDA /[[EMPRESAS

>>> AADEE S.A.

Av. Triunvirato 4135 5° Piso (1431)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Te: 54-11-4523-4848

Fax: 54-11-4523-2291
www.aadee.com.ar

>>> Avan

Padre M. Ashkar N°688 - (CP 1672) Gral San Martin, Bs
As - Argentina

Tel: (54 11) 47542168 rot - Wpp: +54 911 6228 4796
Web: www.avan.com.ar - info@avan.com.ar

>>> Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Av. Libertador 110 P.2 (1638)

Vicente Lopez, Buenos Aires

Tel: (54 11) 4718 7900 - 0800 444 55 BD (23)
crc_argentina@bd.com

www.bd.com

>>> BIOARSS.A.

Estomba 961 (1427)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel./Fax (54 11) 47717676/ 3783
pl@bioars.com.ar
www.bioars.com.ar

>>> Biocientifica S.A.

Iturri 232 (1427)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Tel: (54-11) 4857-5005

Fax: (54-11) 4857-1004 - ventas@biocientifica.com.ar
www.biocientifica.com.ar

>>> Biodiagnostico S.A.

Av. Ing. Huergo 1437, PB (1107)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel/fax: (54 11) 4300 9090
info@biodiagnostico.com.ar
www.biodiagnostico.com.ar

>>> Bg Analizadores S.A

Casa Central

Araoz 86 | CABA

C1414DPB | Argentina

Tel.: +54 11 4856 2024
ventas@bganalizadores.com.ar
www.bganalizadores.com.ar
www.linkedin.com/in/bg-analizadores-sa-
www.instagram.com/bganalizadores/

Sucursal Neuquén

Santa Cruz 1529 | Neuquén

Oficina Comercial Bahia Blanca

1 de Marzo 993 PB A | Bahia Blanca

>>2> Cromoion SRL

Central: Oporto 6125 - Ciudad de Buenos Aires -
Argentina

Planta Elaboradora Punta Alta, Prov. de Buenos Aires
mail: reporte@cromoion.com

website: www.cromoion.com

Tel: +54 11 4644-3205/06

WhatsApp +54 9 11 4141-4365

Instagram @cromoion

=>2>2> (isma Laboratorios S.A

San Lorenzo 158, Tres Arroyos, Buenos Aires Arg.
Tel: (+54) 2893 15406395 (+54) 2893 420867
Web: cismalab.com.ar

Emai: cismalab@cismalab.com.ar

>>2> Coya Sistemas SRL

Tel: (+54 0342) 455-1286 [ 456-4842 [ 417-2692
Iturraspe 2246,Santa Fe

Email: info@coyasistemas.com.ar

>>> Diagnos Med S.R.L.
Conesa 859 (1426)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4552 2929
info@diagnosmed.com
www.diagnosmed.com

>>2> ETC Internacional S.A.

Allende 3274 (1417)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4639 3488 (lineas rotativas)
Fax: (54 11) 4639 6771
etcventa@etcint.com.ar
www.etcint.com.ar

>>> Gematec S.R.L.
Avalos 3651 (1605)

Munro - Buenos Aires

Tel: (54 11) 4794 75757676

Fax: (54 11) 4794 3184
info@gematec.com.ar

ventas@gematec.com.ar




>>2> Genetrics S.A. - NextLAB

Av. del Libertador 8630 6to piso Of. 1y 2 (1429
entrar asi a baja cdad) - Ciudad de Buenos Aires
Tel. (54 11) 5263 0275 rotativo

E-mail: info@nextlab.com.ar

web: www.nextlab.com.ar

>>> GLYM SOFTWARE S.R.L

Piedras 519 - 8- A, Capital Federal, Republica
Argentina

Tel: Capital : +54 (011) 43314512 - Mendoza + 54
(261) 4762331 - Cérdoba +54 (351) 5685715 - Bahia
Blanca + 54 (291) 4851101
administracion@glyms.com

>>> JS Medicina Electrénica SRL
Bolivia 460 (1603)

Villa Martelli, Buenos Aires

Tel : 4709-7707 4709-7677 4709-1131
Fax: 4709-7707

info@jsweb.com.ar
www.jsweb.com.ar

>>> |ACA LABORATORIOS

- San Martin 68, Galeria Plaza (8000)
Bahia Blanca - Buenos Aires

Tel: (54 291) 459 9999

Fax: (54 291) 459 9996 / 8
- Suipacha 1322 PB “B”

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel/Fax: (54 11) 4327 2602 [ 4326 1806
laboratorios(@iaca.com.ar
www.iaca.com.ar

~>> LBINSTRUMENTAL BIOQUIMICO S.A
Venezuela 3755, Villa Martelli

B1603BTM - Buenos Aires, Argentina
www.instrumental-b.com.ar

>>> Laboratorio de Medicina
Olaya 1644 (1414)

Ciudad Autédnoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4514 9370 al 76
info@labmedicina.com
www.labmedicina.com

>>2> Laboratorio Bacon
Uruguay 136 (1603)

Villa Martelli, Buenos Aires
Tel: (54 11) 4709 0171

bacon@bacon.com.ar
www.bacon.com.ar

>>> MANLAB

Marcelo T. de Alvear 2263 (1122)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 6842 1200
derivaciones@manlab.com.ar
www.manlab.com.ar

>>2> Meganalizar

Cede Laboratorio:

Montecaseros 2478 (5500) Mendoza
Tel. (54 261) 4373241/42
mega@analizar-lab.com.ar
Administracion:

Belgrano 925 (5500) Mendoza

Tel. (54 261) 4236647/9125/9333
gerencia@abm.org.ar

>>> Montebio S.R.L.

Vera 575, Ciudad Autonoma de Buenos Aires
Tel/fax: (54 11) 4858 0636
info@montebio.com.ar
www.montebio.com.ar

=22 Productos Roche S.A.Q.e l.
Rawson 3150

B1610BAL Ricardo Rojas

Buenos Aires, Argentina
argentina.diagnostics@roche.com
www.roche.com.ar

>>> Stamboulian Laboratorio
Av. Scalabrini Ortiz 676 (1414)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4858-7000
laboratorio@stamboulian.com.ar
www.stamboulian.com.ar

>>2> Wiener lab

Casa Central: Riobamba 2944
Rosario-Argentina

Tel: 543414329191

Web: wiener-lab.com.ar
servicioalcliente@wiener-lab.com




> > > Proveedores generales por
especialidades bioquimicas

Autoinmunidad

Abbott Rapid Diagnostics
Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
Bacteriologia

Abbott Rapid Diagnostics
Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Biodiagnostico S.A.
Britania S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Bg Analizadores

Biologia Celular

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Biologia Molecular

Abbott Rapid Diagnostics
Becton Dickinson Argentina S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
Laboratorios Bacon S.A.l.C.
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare
Tecnolab s.a.

Cromoion SRL

Bg Analizadores

Birologia

B.G Analizadores S.A
Bromatologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Biocientifica S.A

Clinica General
AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Biodiagnostico S.A.

JS Medicina Electrénica SRL

I.B Instrumental Bioquimico S.A
Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Cromoion SRL

Biocientifica S.A

Bg Analizadores

Cultivo Celular

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Endocrinologia

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics

BIOARS S.A.

Biodiagnéstico S.A.

Diagnos Med S.R.L.
Laboratorios Bacon S.A.l.C.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare
Cromoion SRL

Bg Analizadores

Genética

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Gas en sangre y electrolitos

B.G Analizadores S.A
Hematologia

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
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BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Gematec S.R.L.

Instrumental Bioquimico S.A.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Bg Analizadores
Histocompatibilidad
Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

B.G Analizadores S.A
Cromoion SRL

Inmunologia

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics
Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.
I.B Instrumental Bioquimico

S.A
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Cromoion SRL

Marcadores Neoplasicos
Abbott Laboratories Argentina S.A.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Cromoion SRL



Micologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Biodiagnostico S.A.
Parasitologia

BIOARS S.A.
Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.
Tecnolab s.a.

Pediatria y Neonatologia
AADEE S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
BIOARS S.A.
Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
Laboratorios Bacon S.A.l.C.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Cromoion SRL

Toxicologia y Forense

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Biocientifica S.A.
Montebio S.R.L.
Tecnolab s.a.

Cromoion SRL

Virologia

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Cromoion SRL
Bg Analizadores
> > > Equipamiento e Insumos
para Laboratorios
Acreditacién de Laboratorios
Biodiagnostico S.A.
Agitadores
BIOARS S.A.
ETC Internacional S.A.

Instrumental Bioquimico S.A.

Aparatos de Medicion
BIOARS S.A.

Laboratorios Bacon

Roche Diagnostics Argentina

Bg Analizadores

I.B Instrumental Bioquimico S.A

Autoanalizadores

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

B.G Analizadores S.A

JS Medicina Electrénica SRL
I.B Instrumental Bioquimico S.A
Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Bg Analizadores

Balanzas

ETC Internacional S.A.
Centrifugas

ETC Internacional S.A.
Citometros

Abbott Rapid Diagnostics
Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Cromatdgrafos

Tecnolab s.a.

Coagulémetro

AADEE S.A.

BIOARS S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Bg Analizadores

ECLIA

Roche Diagnostics Argentina
Espectrofotémetros

BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Gases en sangre y electrolitos
AADEE S.A.

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
B.G Analizadores S.A
Gematec S.R.L.

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Insumos para Laboratorios
AADEE S.A.

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
Gematec S.R.L.

I.B Instrumental Bioquimico S.A
Montebio S.R.L.
Avan Tecnologias IVD

Laboratorio receptor de
derivaciones

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma ISO 15.189)

MANLAB

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la

norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el
estandar MA2 de la Fundacidn
Bioquimica)

Bg Analizadores
Meganalizar

Laboratorio receptor de derivaciones
en Biologia Molecular

IACA LABORATORIOS



Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma I1SO 15.189)

MANLAB o
(Acreditado en Biologia Molecular en

Fundacién Bioquimica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la

norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el
estandar MA2 de la Fundacién
Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones
en Inmunologia

MANLAB
Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la

norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el
estandar MA2 de la Fundacidon
Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones
en Inmunoserologia

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma I1SO 15.189)

MANLAB
Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la

norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el
estandar MA2 de la Fundacidon
Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones
en Histocompatibilidad e
Inmunogenética

MANLAB 3 )
(Laboratorio habilitado segtin

Resolucién N° 252-253/12 del
INCUCAI, para la Tipificacién de
Receptores y Donantes para
Trasplantes de Organos)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la

norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el
estandar MA2 de la Fundacion
Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones
en Medicina Gendmica

MANLAB ) )
(Acreditado en Biologia Molecular en

Fundacién Bioquimica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la

norma IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el
estandar MA2 de la Fundacion
Bioquimica)

Luminiscencia
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Material Descartable
Becton Dickinson Argentina S.R.L
ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Material de Vidrio
Montebio S.R.L.

Material para Electroforesis
BIOARS S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Tecnolab s.a.

Biocientifica S.A

Bg Analizadores

MEIA

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Micropipetas

B.G Analizadores S.A
ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.
Tecnolab s.a.
Gendmica - Microarrays
Biocientifica S.A.

ETC Internacional S.A.
Quimioliminiscencia
Biodiagnostico S.A.
Montebio S.R.L.
Siemens Healtcare
Tecnolab s.a.
Reactivos

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
B.G Analizadores S.A
BIOARS S.A.
Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

I.B Instrumental Bioquimico S.A
Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Cromoion SRL
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RIA - IRMA

Diagnos Med S.R.L.
Montebio S.R.L.

Servicio Técnico

Abbott Rapid Diagnostics
BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.
Instrumental Bioquimico S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Bg Analizadores

I.B Instrumental Bioquimico S.A
Software

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics

BIOARS S.A.

Diagnos Med S.R.L.
Genetrics S.A. - NextLAB
Termocicladores
Biodiagnostico S.A.

Roche Diagnostics Argentina
GLYM SOFTWARE S.R.L

Avan Tecnologias IVD

Coya Sistemas S.R.L

Test Rapidos

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Abbott Rapid Diagnostics
BG. Analizadores S.A
BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare
Cromoion SRL

Biocientifica S.A
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SE PARTE DE REVISTA BIOANALISIS

"Y LLEGA A TODOS TUS CLIENTES POTENCIALES"




