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Editorial

En esta nueva edicién de la Revista Bioanalisis les compartimos informacién de interés y actualizada sobre diferentes temas del
areade laBioquimica.

En primer lugar, les traemos una revision de los aspectos mas importantes del S. aureus, ente ellos podemos destacar los mecanismos
moleculares mas relevantes que determinan la resistencia a meticilina, las distintas estructuras genéticas en las que puede residir el gen responsable
y su mecanismo de regulacién. También incluimos un trabajo de la Biog. Mdnica Guinzburg del Area Endocrinologia de laboratorios MANLAB que
nos presenta un estudio en el que destacan laimportancia de laHormona Antimilleriana como biomarcador testicular. Ademas incluimos un articulo
donde evaluan una prueba de biologia molecular para la identificacién del Mycobacterium tuberculosis y |la sensibilidad a medicamentos de primera
y segunda linea. Asimismo les hacemos llegar una revisién con nuevas determinaciones de laboratorio y los estudios necesarios para un correcto
diagndstico del paciente con anemia macrocitica. También le presentamos un trabajo donde evaluan los métodos que se utilizan para el diagnéstico
de la Toxoplasmosis congénita en los neonatos nacidos de madres que cursaron una infeccién aguda durante el embarazo. Ademas incluimos un
articulo sobre biotecnologia, en el cual describen la produccidn heterdlogay la caracterizacion bioquimica del procoagulante humano Factor VIl y su
uso en los trastornos cardiovasculares. Por Gltimo les acercamos una editorial del Dr. Gamba - Bernal sobre los nuevos paradigmas de la edicién de
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genesy los problemas bioéticos que pueden traer las nuevas tecnologias.
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Bases moleculares de la resistencia a meticilina en
Staphylococcus aureus

Desde hace mucho tiempo Staphylococcus aureus
ha sido relevante en una amplia variedad de
cuadros clinicos. Con el uso masivo de las
penicilinas se fueron seleccionando gradualmente
cepas resistentes a los distintos antimicrobianos
con actividd antiestafilocdccica. En el siguiente
articulo revisan ademas de los aspectos histdricos
mas importantes del S. aureus, los mecanismos
moleculares més relevantes que determinan la
resistencia a meticilina, las distintas estructuras
genéticas en las que puede residir el gen
responsable de ésta y, finalmente, su mecanismo...
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Hormona Antimiilleriana: Biomarcador Testicular

La hormona antimiilleriana es una glicoproteina
homodimérica que pertenece a la familia de los
factores de crecimiento transformantes beta (TGF).
La encontramos en altas concentraciones en el feto
masculino, durante la infancia y va disminuyendo
cuando el nifio llega a la pubertad. Se denomino asi
porque su funcién principal es inducir la regresion
de los conductos de Miiller durante la diferenciacion
sexual en las semanas 8-10 del desarrollo
embrionario. A continuacién, el Area de
Endocrinologia de MANLAB nos presenta un estudio
en el que destacan la importancia de esta hormona
como biomarcador testicular.

Dr. Gerardo De Blas
Director de Contenidos
gdeblas@revistabioanalisis.com

Evaluacion de una prueba de biologia molecular
para la identificacion de Mycobacterium
tuberculosis y sensibilidad a medicamentos de
primera y segunda linea en un hospital de alta
complejidad

Para la Organiacién Mundial de la Salud (OMS) la
tuberculosis es una enfermedad infecciosa con alta
morbimortalidad, se estima que un tercio de la
poblaciéon mundial esta infectada. El proceso de
diagndstico de la tuberculosis requiere de una
evaluacion clinica y ayudas diagndsticas
complementarias. En el siguiente trabajo evaluan
una prueba de biologia molecular...
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Pruebas bioquimicas para el diagndstico de Toxoplasmosis congénita: Diagndstico Produccion heterdloga y caracterizacion
anemia megaloblastica* seroldgico, RPC, aislamiento y bioquimica del procoagulante humano
caracterizacion molecular de Toxoplasma Factor VIl para ensayos de cristalizacion
Las anemias macrociticas se pueden clasificar gondii de macromoléculas proteicas
en dos subtipos: las megaloblasticas y las no
megaloblasticas. Entre las causas comunes de El diagndstico de la toxoplasmosis congénita Las enfermedades cardiovasculares son la
la anemia macrocitica megaloblastica se (TC) en el recién nacido es muy importante causa principal de morbilidad y
encuentra la deficiencia de Vitamina B12 y para aminorar las secuelas de la enfermedad. mortalidad en los paises desarrollados y
Folato, mientras que para la anemia En el siguiente estudio evaluan los métodos en vias de desarrollo. Entre las
macrocitica no megaloblastica, la causa mas utilizados para el diagnéstico de TC en los manifestaciones clinicas mas frecuente y
frecuente es la presencia de cuadros neonatos nacidos de madres que cursaron dafiinas podemos destacar la isquemia
hemoliticos, hemorragias abundantes o el una infeccion aguda durante el embarazo. cardiaca y la enfermedad

cerebrovascular, destacando la formacion
de coagulos sanguineos (trombos) como
el evento mds comun.

consumo cronico de alcohol. A continuacion
le presentamos una revision con las nuevas
determinaciones de laboratorio y cuales son
los estudios necesarios para un correcto
diagndstico del paciente con anemia...
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de la resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus
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Desde hace mucho tiempo
Staphylococcus aureus ha sido relevante en
una amplia variedad de cuadros clinicos. Con
el uso masivo de las penicilinas se fueron
seleccionando gradualmente cepas
resistentes a los distintos antimicrobianos
con actividd antiestafilocdccica. En el
siguiente articulo revisan ademas de los
aspectos historicos mas importantes del S.
aureus, los mecanismos moleculares mas
relevantes que determinan la resistencia a
meticilina, las distintas estructuras genéticas
en las que puede residir el gen responsable
de ésta y, finalmente, su mecanismo de
regulacion.
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Resumen

Desde el inicio de la era antimi-
crobiana se han ido seleccionando gradual-
mente cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a antimicrobianos de amplio uso
clinico. Es asi como en 1960 se describen en
Inglaterra las primeras cepas resistentes a
meticilina, y algunos afios después son
informadas en hospitales de Chile.
Actualmente, S. aureus resistente a
penicilinas antiestafilocdccicas es endémico
en los hospitales de nuestro pais y del
mundo, siendo responsable de una alta
morbimortalidad. La resistencia es mediada
habitualmente por la sintesis de una nueva
transpeptidasa, denominada PBP2a o PBP2'
que posee menos afinidad por el B-
lactamico, y es la que mantiene la sintesis de
peptidoglicano en presencia del antimicro-
biano. Esta nueva enzima se encuentra
codificada en el gen mecA, asuvezinsertoen
un cassette cromosomal con estructura de
isla gendmica, de los cuales existen varios
tipos y subtipos. La resistencia a meticilina se
encuentra regulada, principalmente, por un
mecanismo de induccion de la expresidn del
gen en presencia del B-lactamico, a través de
un receptor de membranay un represor de la
expresion. Si bien se han descrito
mecanismos generadores de resistencia a
meticilina mec independientes, son
categoricamente menos frecuentes.

Introduccion

Historicamente, Staphylococcus
aureus ha tenido un rol protagdnico en una
amplia variedad de cuadros clinicos, tales
como infecciones de piel y tejidos blandos,
neumonias, endocarditis, infecciones del
torrente sanguineo y osteomielitis, entre
otros (1). Tras la masificacion del uso de
penicilina se fueron seleccionando progresi-
vamente cepas resistentes a antimicro-
bianos con actividad antiestafilocdccica (2),
lo que ha complejizado el tratamiento de las
infecciones causadas por este patdgeno.

En 1960 en Guildford (Inglaterra)
se describio el primer aislado de S. aureus
resistente a meticilina (3) (SARM), que
correspondia a la primera penicilina
resistente a penicilinasa que, por lo demas,
habia sido recientemente introducida al
arsenal terapéutico. Esto marcoé el iniciode la
descripcion de este patégeno a nivel global
(4), siendo responsable, gradual-mente de
una gran carga de morbimortalidad en todo
el mundo. En Chile, Ledermann (1970) (5)
objetivo la progresiva disminucién de la
susceptibilidad a meticilinade S. aureusen la
década de 1960, ademas de identificar una
cepa aislada en 1967 con concentracién
inhibitoria minima (CIM) de meticilina mayor
a 6,25 ug/ mLy catalogada como resistente.
Sin embargo, no es hasta la década de 1980
en que realmente SARM comenzé a cobrar
mayor relevancia en nuestro pais (6).

Si bien en Chile se han descrito
otras cepas estafilocdccicas relevantes desde
un punto de vista epidemioldgico, tal como
fue el primer aislado de S. aureus hetero-
resistente a vancomicina en 2015 (7), es



SARM el verdadero protagonista de nuestra
practica clinica habitual. Por otro lado, las
cefalosporinas de 52 generacion han surgido
como una nueva alternativa terapéutica
aprobada por las agencias reguladoras
correspondientes, contra algunas infecciones
por SARM, y conocer los mecanismos
moleculares que determinan la resistencia a
meticilina ayuda a comprender mejor el
funcionamiento de esta clase de antimi-
crobianos, que esperamos, estén pronto a
disposicién de los médicos clinicos.

En este articulo de revision se
abordardn los aspectos histéricos mas impor-
tantes de S. aureus en la era antimicrobiana,
los mecanismos moleculares mas relevantes
que determinan la resistencia a meticilina, las
distintas estructuras genéticas en las que
puede residir el gen responsable de ésta vy,
finalmente, sumecanismo de regulacion.

Staphylococcus aureus en la era antimi-
crobiana

Desde la introduccion de la peni-
cilina en 1928, y principalmente tras la
masificacion de su uso en la década de 1940,
se fueron seleccionando gradualmente cepas
resistentes a los distintos antibacterianos con
actividad antiestafilocdccica (2). En 1944 ya se
describia resistencia a penicilina, mediada por
un mecanismo enzimatico, especificamente
una B-lactamasa con actividad de penicilinasa
codificada en el gen bla, y ubicado en un
plasmido, capaz de hidrolizar el anillo B-
lactdmico y con esto inactivar el antimicro-
biano (8). En un comienzo, la resistencia a
penicilina estuvo limitada a los hospitales,
pero en la década de 1950 ya habia evidencia
de diseminacion global (2).

En este contexto, en 1959 surge la
primera penicilina sintética resistente a la
penicilinasa producida por S. aureus,
meticilina. Esta molécula se convirtié en la
precursora del conocido grupo de las

penicilinas antiestafilocdccicas, cuyas
modificaciones quimicas permitieron resistir
la accion de esta B-lactamasa. Especifica-
mente, meticilina posee un mayor tamafo
molecular que penicilina, a expensas del
grupo dimetoxibenzoil afiadido al acido 6-
aminopenicilanico (como radical R1), lo que
confiere resistencia a la accidn hidrolitica de la
penicilinasa por impedimento estérico (9). La
penicilina antiestafilocdccica mas usada en
Chile es cloxacilina, que si bien quimicamente
es una isoxazolil-penicilina, es comparable a
meticilina al ser una molécula quimicamente
mas voluminosa a expensas, en este caso, del
radical isoxazolil (10)(Figura 1).

Transcurrido apenas unafio desde la
introduccion de meticilina al uso clinico, se
describid en Inglaterra, en 1960, el primer S.
aureus resistente a dicho antimicrobiano,
mediado por un mecanismo independiente de
la hidrélisis enzimatica y que conferia
resistencia a todos los B-lactamicos (3). Sélo
con el paso de los afios se pudo dilucidar el gen
responsable y la estructura genética que lo
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portaba. Esta nueva ventaja evolutiva permitié a SARM diseminarse
por todo el mundo (4), en un principio eminentemente a nivel
hospitalario, en pacientes que compartian algunos factores de riesgo,
tales como estadia en unidades de cuidados intensivos, haber sido
sometidos a procedimientos invasores, ser pacientes en didlisis o
portadores de dispositivos médicos (11).

No obstante, en la década de 1990 comienza la descripcion
de casos genuinos de infecciones por SARM, pero de adquisiciéon
comunitaria y sin los factores de riesgo anteriormente descritos. La
alarma se dio en Australia occidental, especificamente en poblacién
aborigen que no tenia contacto estrecho con centros médicos y que
vivia en zonas relativamente aisladas (12). Posteriormente, el CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) de Atlanta, Estados
Unidos de América (E.U.A.), comunicé la muerte de cuatro nifios sanos
a causa de sepsis 0 neumonia necrosante por SARM adquiridos en la
comunidad, ocurridas en el periodo 1997-99 (13). Esto marco el inicio
de la diseminacion de este patégeno comunitario a nivel global (14). De
hecho, en 2005 se publico el primer caso en Sudamérica (15)y en 2008
en Chile (16). Es necesario aclarar en este punto que, si bien la
resistencia a meticilina se hainformado en infecciones comunitarias en
nuestro pais, estos casos representan una minoria en comparacion a
los causados por cepas susceptibles a penicilinas antiestafilocdccicas
(habitualmente cloxacilina como ya se menciond), por lo que el
problema de la resistencia en Chile se concentra de forma prevalente a
nivel hospitalario.

Sin lugar a duda, S. aureus es la bacteria patdgena
grampositiva mas relevante al que los médicos clinicos se enfrentan en
la préctica infectoldgica habitual. Es asi como el Ministerio de Salud, en
su ultimo informe de vigilancia de infecciones asociadas a la atencidn
en salud (1AAS), cataloga a la etiologia estafilocdccica como la mas
frecuente en una diversidad de entidades, tales como infeccién de sitio
quirdrgico (de distintas localizaciones anatdmicas), infeccion del
torrente sanguineo y neumonia asociada a ventilacién mecanica, entre
otros (17). Por otro lado, el Grupo Colaborativo de Resistencia
Bacteriana de la Sociedad Chilena de Infectologia, en su ultimo informe
de susceptibilidad antimicrobiana de nuestro pais, informa
susceptibilidad a cloxacilina en apenas 51% de los aislados en
poblacién adulta (18), lo que convierte a SARM en un microorganismo
muy frecuente en los hospitales de Chile.

.

Figura 1. Estructura quimica de penicilina, meticilina y cloxacilina.
Meticilina y cloxacilina son moléculas mas voluminosas a expensas del
radical R1y, por lo tanto, resistentes a la penicilinasa producida por
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Figura 2. a) Esquema de la cinética de inactivacion de la PBP por el B-

lactdmico. b) Formacion del complejo acil-enzima entre la serina
nucleofilica del sitio activo de la PBP y el B-lactdmico. En cepas
susceptibles el antimicrobiano se une en formairreversible ala PBP.

a)

|PBE + p-lactamico | Q |(PBP* p-lactimice) | = |[PBP - p-lactimico] |f’> |PBE + p-lactamico |
Complt i -

Complejo Michaclis c
acil-enzima

Enzima = sustrato

Proteinas fijadoras de penicilina en S. aureus resistente a meticilina

Es necesario recordar que la proteina blanco de accién de los
B-lactamicos se conoce universalmente como PBP (del inglés penicillin-
binding protein). Las PBPs corresponden a enzimas, principalmente
con funcidn transpeptidasa, que participan en el entrecruzamiento de
las hebras de peptidoglicano (PG), especificamente entre las cadenas
laterales de naturaleza aminoacidica que estan unidas al acido N-
acetilmurdmico (19). Con este entrecruzamiento de hebras de PG la
bacteria logra resistencia frente a la lisis osmotica. Es precisamente
esta etapa de sintesis la que inhibe el B-lactdmico (la etapa
extracelular), aprovechandose de su homologia estructural con el
substrato natural de las PBPs, el dipéptido terminal D-alanina-D-
alanina (20). En otras palabras, la PBP (transpeptidasa) forma un
complejo acil-enzima con el B-lactdmico y no con el dipéptido (su
substrato natural), intermediario que, por lo demas, es sumamente
estable, lo que determina una inhibicion irreversible de la PBP (Figura
2a). La estabilidad del complejo acil-enzima entre la PBP y el
antimicrobiano viene determinado molecularmente, ya que el anillo 3-
lactdmico ocupa el sitio activo de la enzima e impide que se acomode
en éste una molécula aceptora del grupo acilo o una potencial
molécula de agua que permita la hidrdlisis del complejo (21) (Figura
2b).

Todas las cepas de S. aureus poseen cuatro tipos de PBPs:
PBP1, PBP2, PBP3 y PBP4. Las primeras tres tienen funcién
transpeptidasa y corresponden a PBPs de alto peso molecular, siendo
PBP2 la Unica bifuncional, es decir, ademas posee funcion
transglicosilasa. PBP4 es la Unica de bajo peso moleculary participa en
procesos de division, remodelado y reciclado de PG. Ninguna de estas
PBPs nativas tiene regulacion alostérica (22).

El mecanismo mas importante y frecuente que determina la
resistencia a meticilina es la adquisicion de una nueva PBP,
denominada PBP2a o PBP2' (23), de la cual queremos resaltar dos
propiedades distintivas. La primera es la baja afinidad que tiene esta
nueva transpeptidasa por el antimicrobiano B-lactamico, lo que esta
determinado por la configuracidon de su sitio activo que es menos
accesible al antimicrobiano al tener la hendidura mas estrecha (24)
(Figura 3). Lo anterior determina que con las concentraciones que
alcanza el B-lactamico in vivo no se forma el intermediario acilenzima
entre el antimicrobiano y la PBP2a, por lo que la funcién de

’12
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transpeptidacién de la enzima se mantiene, permitiendo el
entrecruzamiento de hebrasde PG (21).

La segunda caracteristica distintiva de la PBP2a es su sitio de
regulacion alostérico, al que podria unirse PG en formacién, lo que
favoreceria la apertura del sitio activo para dejar mejor posicionado el
residuo de serina nucleofilico que participa en la formacién del enlace
peptidico. Lo anterior tiene bastante ldgica, ya que el sitio activo de la
PBP seria mas accesible sélo en presencia de PG naciente que debe ser
transpeptidado (22).

En suma, si una cepa de SARM es expuesta a meticilina o
cloxacilina, el antimicrobiano es capaz de inhibir in vivo las PBPs nativas
de la bacteria (PBP 1-4), pero no logra inhibir a la PBP2a, manteniendo
el entrecruzamiento del PG en presencia de cualquier B-lactamico,
exceptuando por supuesto, las cefalosporinas de 52 generacion (25).

.

Figura 3. Esquema comparativo de los dominios transpeptidasa de
PBP2yPBP2a. Destaca la configuracion mas estrecha del sitio activo de
laPBP2a, responsable de lamenor afinidad por el B-lactamico.
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Figura 4. Estructura general del cassette cromosomal estafilocdccico
SCCmeclly V. Adaptado de Nat Rev Microbiol 2009; 7 (9): 629-41.
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La PBP2a se encuentra codificada en el gen mecA

Staphylococcus aureus resistente a meticilina posee el gen mecA,
que codifica la PBP2a, responsable de la resistencia a meticilina. A su
vez, este gen se encuentra inserto en una isla genémica, denominada
SCCmec, del inglés Staphylococcal Cassette Chromosome mec, un
elemento genético movil (26). Se ha propuesto que este gen podria
haber residido inicialmente en especies de Staphylococcus coagulasa
negativa, como S. sciuri o S. fleuretti (ambos relacionados con
animales)y desde éstos haberse transferidoa S. aureus (27).

Existen varios tipos y subtipos de SCCmec, pero todos comparten
algunas caracteristicas (28) que se esquematizan en la Figura 4. Estos

cassettes se integran en el cromosoma junto al gen orfX, que codifica
para una metiltransferasa ribosomal, y todos poseen un complejo de
genes mec, compuesto por mecA (que codifica la PBP2a) y los genes
mecl y mecR cuyos productos regulan la expresion de la resistencia a
meticilina. Adicionalmente, los SCCmec poseen un complejo de genes
ccr, compuesto por uno o dos genes que codifican recombinasas sitio
especificas responsables de la movilidad del cassette cromosomal. Otra
region importante son las denominadas regiones J (del inglés joining
regions) que corresponden a componentes no esenciales del cassette y
que pueden contener genes de resistencia para otras familias de
antimicrobianos (macrdlidos, lincosamidas y aminoglucdsidos-
aminociclitoles) y para metales pesados. Finalmente, forman parte de
esta estructura genética las secuencias repetidas en los extremos, que
son reconocidas por las recombinasas para la insercion/ escision del
elemento genético movil.

Las distintas estructuras genéticas del complejo de genes mecy
del complejo de genes ccr determinan el tipo de SCCmec vy, por otro
lado, las diferencias en las regiones J determinan los subtipos dentro de
un mismo cassette cromosomal (29). Tal como se muestraenlaTabla 1,
SCCmecly IV poseen el mismo complejo de genes mec clase B (1S1272-
AmecR1-mecA-1S431), pero diferente complejo de genes ccr, siendo
tipo 1 para SCCmec | y tipo 2 para el SCCmec 1V, lo que se basa en la
distinta identidad de las secuencias nucleotidicas de los genes que
codifican las recombinasas. A la fecha se han descrito 11 tipos de
cassettes cromosomales estafilocdccicos (28), los que quedan
resumidosenlaTablal.

De acuerdo a la epidemiologia molecular de SARM, se ha podido
determinar que en distintas localizaciones geograficas existe
predominancia de distintos SCCmec (28). Es asi como el primer SARM
descrito en Inglaterra (clon arcaico) poseia el SCCmec |, pero fue
desplazado a partir de la década de 1980 por un clon de SARM que
poseia el cassette cromosomal tipo Il (30). Por su parte, en E.U.A.
predomina el cassette Il y IV (2). En Chile, un estudio realizado en
Valdivia muestra un claro predominio del SCCmec | a nivel hospitalario
(31), lo que es compatible con resultados obtenidos en nuestro
laboratorio (32), aunque también identifica cepas portadoras del
SCCmec IV. El clon chileno/cordobés ha demostrado gran estabilidad
en nuestro pais, y es por amplio margen el predominante en los
aislados clinicos de pacientes hospitalizados en nuestro territorio.
Caracteristicamente posee el SCCmec |, pertenece al ST5 y es
susceptible a glucopéptidos, oxazolidinonas, tetraciclinas, rifampicina
y cotrimoxazol. Es mas, su éxito biolégico le habia permitido
diseminarse por gran parte de Sudamérica; no obstante, el surgimiento
de nuevos clones biolégicamente mas exitosos ha favorecido la
predominancia de nuevos linajes en otros paises latinoamericanos,
tales como el USA 300-LV en Colombia, Ecuadory Venezuelay el ST30-
SCCmec|Vc,ademas del ST5-SCCmec IVa en Argentina (33).

El programa de vigilancia de SARM con fenotipo comunitario del
Instituto de Salud Publica, si bien incluye la deteccion de los genes
mecA, pvl (toxina de Panton-Valentine) y su tipificacion por
metodologias de macrorestriccion, Spa typing y MLST, no incluye la
identificacion del tipo de cassette cromosoma.



Es interesante analizar las diferencias en las estructuras
genéticas de un cassette cromosomal estafilococcico clasicamente
hospitalario versus uno comunitario. El primero cuenta con
determinantes adicionales de resistencia a otras familias de
antibacterianos, configurando un cldsico fenotipo de multi-resistencia.
Es asi como el SCCmec Il es un cassette mas grande que posee el
transposén Tn554 en la regién J2, el que es responsable de la
resistencia a macrélidos, lincosamidas y estreptograminas del grupo B,
y ademas, contiene el plasmido pUB110 integrado en la region J3, que
determina resistencia a tobramicina (2). Por otro lado, SCCmec IV es
una estructura mas simple y que sélo porta el gen de resistencia mecA,
por lo que habitualmente las cepas que tienen este cassette sélo son
resistentes a B-lactamicos (34). Es importante mencionar, que la
separacion entre SARM hospitalarios y comunitarios esta poco a poco
perdiendo validez, al menos en paises con alta prevalencia de ambos
patdgenos. Lo anterior se debe a la creciente descripcion de cepas de
SARM cldsicamente comunitarias en los hospitales, desplazando a
otros clones nosocomiales menos exitosos (35). No obstante, en paises
con baja prevalencia de SARM de la comunidad la distinciéon aun podria
ser util. Cabe destacar, que la determinacién del SCCmec como Unico
blanco para la deteccién de resistencia a meticilina no se recomienda,
ya que se han descrito elementos que no portan el gen mecA, pero
contiene otros genes que codifican factores de virulencia o resistencia a
otros antimicrobianosy metales pesados (36)

e

Tabla 1. Estructura genética de los diferentes tipos de cassettes cromosomales
descritos en Staphylococcus aureus

SCCmec Complejo de Estructura del complejo Complejo de Genes ccr

genes mec de genes mec genes ccr

I Clase B IS1272-AmecR1-mecA-I15431 Tipo 1 ccrAl, ccrB1
I Clase A mecl-mecRT-mecA-IS431 Tipo 2 ccrA2, ccrB2
m Clase A mecl-mecRT-mecA-IS431 Tipo 3 ccrA3, ccrB3
v Clase B IS1272-AmecR1-mecA-IS431 Tipo 2 ccrA2, ccrB2
v Clase C2 1543 1-mecA-AmecR1-15431 Tipo 5 carC1

Vi Clase B IS1272-AmecR1-mecA-IS431 Tipo 4 ccrA4, ccrB4
Vil Clase C1 1543 1-mecA-AmecR1-15431 Tipo 5 carCl
Vil Clase A med-mecRT-mecA-I5431 Tipo 4 ccrAd, ccrB4
IX Clase C2 1543 1-mecA-AmecR1-15431 Tipo 1 ccrAl, corB1
X Clase C1 1543 1-mecA-AmecR1-15431 Tipo 7 ccrAl, ccrB6
X1 Clase E blaz-mecC-mecR1-mec! Tipo 8 ccrAl, ccrB3

Adaptado de Liu etal. 2016. Microb Pathog 2016;101:56-67

Figura 5. Regulacion de la resistencia a meticilina. En ausencia del
antimicrobiano, Mecl actia como represor del complejo de genes mec
tras unirse en forma de homodimero a la region operadora. En
presencia del B-lactdmico, éste se une al dominio PBP de MecR1 el que

se activa y gatilla la ruptura de Mecl, liberando la represion y
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permitiendo de estaforma la expresidn de los genes del complejo mec.
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Regulacién de la resistencia a meticilina

Esta regulacién es homologa a la descrita para la penicilinasa
estafilocdccica y se basa eminentemente en un receptor de membrana
(sensor del B-lactdmico) y un represor de la expresion del gen (37).
Cuando nos referimos previamente al complejo de genes mec, aparte
de mecA, nombramos a sus genes reguladores: mecRy mecl, y en este
item ambos cobran relevancia. Tanto mecA como sus genes
reguladores se encuentran adyacentes, pero se transcriben en forma
divergente (21).

En ausencia del B-lactdmico, Mecl actia como homodimero
y reconoce una secuencia palindromica de 30 pb (15 pb en diada
simétrica), abarcando las secuencias promotoras -10 de mecAy -35 de
mecR1, lo que interfiere con la unién de la ARN polimerasa vy, por lo
tanto, con la expresion de la resistencia a meticilina (21).

En presencia del B-lactdmico, éste se une al dominio PBP de
la proteina de membrana MecR1, lo que desencadena la activacion
autolitica de su dominio metaloproteinasa. Luego, no se sabe si en
forma directa o indirecta, MecR1 rompe el homodimero Mecl (el
represor) entre sus residuos asparragina 101 y fenilalanina 102, lo que
desestabiliza la dimerizacion de esta proteina represora y libera la
represion del complejo de genes mec, favoreciendo por lo tanto la
expresion de mecA y de la transpeptidasa PBP2a, determinante de la
resistencia a meticilina (38). La desrepresidn de los genes regulatorios
favorece también la sintesis de la proteina MecR2, con funcién
antirrepresora, ya que es capaz de unirse a Mecl e impedir que se una al
promotor de mecA, ademas de favorecer su degradacion por proteasas
citoplasmaticas (39). En la Figura 5 se resumen los aspectos mas
relevantes de laregulacién de la resistencia a meticilinaen S. aureus.

Por ultimo, existen genes no codificados en el cassette
cromosomal, es decir, que estan localizados en otros lugares del
cromosoma bacteriano, pero de igual forma influyen en la resistencia a
meticilina. A estos genes se les llamd inicialmente fem (del inglés
factors essential for methicillin resistance) y estan asociados a la
sintesis del PG (40).

Otros mecanismos de resistencia a meticilina
Enelafio 2011 fue informado en la cepa de S. aureus LGA251

el dltimo de los cassettes cromosomales descritos a la fecha (41),
SCCmec Xl, el que tiene algunas particularidades dignas de resaltar. En

primer lugar, el complejo de genes mecincluye el gen bla,(penicilinasa),
configurando una nueva clase denominada E. Ademas, el gen mecA s,
tiene una homologia de sélo 70% en la secuencia nucleotidica con el
gen mecA. Por esto la PBP que se sintetiza a partir de este gen, si bien es
la responsable de la resistencia a meticilina, sélo tiene 63% de
homologia con la PBP2a. Posteriormente, el gen que codificaba para
esta nueva transpeptidasa se renombré como mecC (42). Las cepas
portadoras de este determinante genético de resistencia se han
asociado, principalmente, a la actividad veterinaria; no obstante,
también ha sido descrito en cepas aisladas de seres humanos. En
algunos paises como Dinamarca, cepas de S. aureus portadoras de
mecC pueden ser responsables de hasta 2% de los casos de infecciones
causadas por cepas resistentes a meticilina en humanos (43). Es
importante resaltar que la deteccién fenotipica y genotipica de la
resistencia en S. aureus mediada por mecC tiene algunas
particularidades. Los métodos automatizados, habitualmente usados
en laboratorios clinicos tienen sensibilidades que oscilan entre 65-97%,
dependiendo del sistema utilizado. Por otro lado, el uso de discos de
cefoxitina ha demostrado ser efectivo, simple y econdmico si lo
comparamos con ensayos que utilizan oxacilina, al cual se le han
atribuido un gran porcentaje de falsos negativos, invalidando la
utilizacién de este ultimo antimicrobiano como método Unico. Desde
un punto de vista genotipico, la baja homologia nucleotidica entre
mecA y mecC obliga a usar partidores especificos para este ultimo al
utilizar reaccion de polimerasa en cadena. Asimismo, los ensayos
antigénicos especificos para detectar PBP2a no detectan la
transpeptidasa codificada por mecC (44). En suma, debemos estar
atentos a los métodos utilizados en nuestros centros, para asi evitar la
posibilidad de obtener falsos negativos en la desafiante tarea de
detectar resistencia a meticilina mediada por mecC.

Existen, ademas, cepas de S. aureus denominadas BORSA
(delinglés Borderline oxacillin-resistant S. aureus), cuyo mecanismo de
resistencia se asocia a un aumento en la actividad B-lactamasa,
llegando a CIM frente a oxacilina cercanas al punto de corte, es decir,
presentan un bajo nivel de resistencia (45).

Otra variedad de S. aureus que expresa bajo nivel de
resistencia a meticilina, a través de un mecanismo independiente de
mec, son las cepas MOD-SA (del inglés modified PBP), denominadas
asi por tener modificaciones en sus PBPs nativas, aparentemente por
acumulacién de mutaciones en los dominios transpeptidasa (46).

Sibien los aislados que presentan estos ultimos mecanismos
pueden ser buenos ejemplos de la diversidad genética bacteriana que
condiciona diferentes mecanismos de resistencia a un mismo
antimicrobiano, es necesario recalcar que representan una minoria de
los aislados en comparacion a la amplia prevalencia, principalmente en
medicina humana, de la resistencia a meticilina mediada por el gen
mecA.

Conclusién
La resistencia bacteriana a antimicrobianos es un fenomeno

natural y la inmensa plasticidad genética de estos microorganismos es
dificil de dimensionar en su totalidad. Con la masificacién del uso de los
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antimicrobianos no hacemos mas que
seleccionar cepas resistentes, las que conse-
cuentemente se convierten en la poblacién
predominante. Esto es exactamente lo que ha
pasado con S. aureus, primero con penicilinay
luego con meticilina. El mecanismo de
resistencia de este patdgeno a las penicilinas
antiestafilocdccicas, tal como ocurre
habitualmente en las bacterias grampositivas,
tiene que ver con el sitio blanco de accidn, en
este caso a través de la sintesis de una nueva
PBP que tiene baja afinidad por los B-
lactamicos. El gen que codifica esta nueva
transpeptidasa y sus genes reguladores se
encuentran insertos dentro de una estructura
versatil y movil denominada cassette
cromosomal estafilocdccico, del que existen
varios tipos de acuerdo a su estructura
genética. El predominio de SCCmec implica
fenotipos de resistencia caracteristicos, como
el presente en SARM comunitarios donde el
cassette sélo codifica resistencia a meticilinay
carece de otros determinantes de resistencia.
La epidemiologia molecular sobre SARM en
nuestro pais es incipiente y, en general, se
limita a la evidencia del predominio del
denominado clon chileno/ cordobés, cuya
estructura y caracteristicas estan en creciente
descripcidén junto con el aislamiento de
variantes comunitarias resistentes a
meticilina.
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Hormona Antimilleriana: Biomarcador Testicular

@ 12 min.

8( La hormona antimdilleriana es una
glicoproteina homodimérica que pertenece
a la familia de los factores de crecimiento
transformantes beta (TGFp). La encontramos
en altas concentraciones en el feto mascu-
lino, durante la infancia y va disminuyendo
cuando el nifo llega a la pubertad. Se
denomind asi porque su funcion principal es
inducir la regresidon de los conductos de
Miller durante la diferenciacién sexual en las
semanas 8-10 del desarrollo embrionario. A
continuacion, el Area de Endocrinologia de
MANLAB nos presenta un estudio en el que
destacan la importancia de esta hormona
como biomarcador testicular.
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La hormona antimulleriana (AMH),
también conocida como sustancia inhibitoria
Milleriana (MIS) o factor inhibidor mdilleria-
no (MIF), se denomind asi porque su funcién
principal es inducir la regresién de los
conductos de Miller durante la diferen-
ciacién sexual en las semanas 8-10 del
desarrollo embrionario. En ausencia de esta
hormona los conductos se desarrollan
generando el Utero, trompas de Falopio y
tercio superiordelavagina(1,2).

Fue descripta, por primera vez, en la
década del 40 por Alfred Jost y col (2). Al
principio fue utilizada para el estudio de la
patologia del testiculo y luego su aplicacion
se fue ampliando hacia la evaluacién de la
funcién del aparato reproductor femenino.
Es considerada un marcador especifico de las

gbénadas.

La AMH es una glicoproteina
homodimérica que pertenece a la familia de
los factores de crecimiento transformantes
beta (TGFB) (12). La encontramos en altas
concentraciones en el feto masculino,
durante la infancia y va disminuyendo
cuando el nifio llega a la pubertad. En el
hombre adulto y en la mujer los niveles de
hormona antimilleriana son menores y
llegan a ser no detectables en la perime-
nopausia (3).Esta hormona presenta caracte-
risticas por las cuales su determinacién en
sangre es de gran utilidad para determinar la
actividad gonadal: presenta diferentes
niveles de concentracion en ambos sexos; se
evidencian cambios en sus niveles circulantes
durante el desarrollo sexual y es una
hormona especifica de las células de Sértoli
deltesticuloyde lagranulosa del ovario (1,3).
Existen en la actualidad varios inmuno-
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ensayos que nos permiten medir la concen-
tracionde AMH ensuero (4,1).

Hormona anitmiilleriana en el varén prepuber

La diferenciacion del sexo masculino
depende de la expresion de los genes del
cromosoma Y. El desarrollo testicular estd
influenciado por los genes SRY y SOX9 que en
principio inducen la diferenciaciéon de las
células de Sértoli, donde se produce la AMH e
inhibina B y posteriormente se diferencian las
células de Leydig encargadas de la secrecién de
testosterona(5,1).

Se producen dos mecanismos muy
importantes durante la diferenciacion sexual
del vardn: la regresion de los conductos de
Miller mediado por la AMH y el desarrollo y
diferenciacion de los conductos de Wolff que
dan origen al conducto deferente, vesicula
seminal y epididimo, accion ejercida por la
testosterona bajo el estimulo de la
gonadotrofina coridnica humana (hCG) (1,5,3).

El testiculo esta formado por dos
compartimentos: los tubos seminiferos y el
tejido intersticial. En el primero se encuentran
las células germinales y las células de Sértoli y
en el tejido intersticial encontramos las células
de Leydig. Fig.1(1,5,6).

Q.

Figura 1. Control hormonal de la diferenciacion
sexual masculina. Los conductos de Wolff son
mantenidos por la testosterona (T) producida
por las células de Leydig. Los conductos
mdllerianos retroceden bajo la influencia de la
AMH producida por las células fetales de
Sértoli, actuando a través del receptor AMH. El
seno urogenital y los genitales externos son
virilizados por la dihidrotestosterona (DHT),
que resulta de la reduccién de la testosterona
por la enzima 5a-reductasa (no se muestra). Ty
DHT acttlan a través del mismo receptor de
andrégenos.
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En los nifios, la AMH es detectable al
nacer en concentraciones circulantes mucho
mas altas que en las nifias y estas concen-
traciones aumentan durante la infancia
alcanzando un pico alos 2-3 afios de vida, antes
de disminuir gradualmente en la pubertad en
los estadios Tanner 2 y 3 hasta alcanzar los
niveles bajos deladulto (7,8).

Utilidad clinicadela AMH

Dada la importancia de la AMH para
medir la actividad de las células de Sértoli es de
gran utilidad clinica como ayuda diagndstica en
diversas patologias testiculares. Niveles de
AMH dentro del rango de referencia en nifios
indica presencia de tejido testicular.

Testiculos no palpables: un valor de
AMH dentro del rango normal tiene un alto
valor predictivo para la presencia de testiculos
en varones con goénadas no palpables
(criptorquidia), mientras que valores no
detectables de dicha hormona predicen la
ausencia de tejido testicular (anorquia) (1).

Ambigiliedad genital: la diferenciacion
sexual masculina, en la vida intrauterina, es
dependiente de la accién de los andrégenos y
delaAMH (1,9).

En pacientes con genitales ambiguos
(cariotipo 46, XY), un valor de AMH dentro del
rango de referencia indica una funcién normal
de las células de Sértoli. En cambio un nivel
bajooindetectable es indicativo de disgenesia
gonadal con persistencia de las estructuras
millerianas(9,1,5).

Pubertad precoz y retardada: los
niveles de gonadotrofina y testosterona
normalmente disminuyen a valores muy bajos
hasta el inicio de la pubertad y solo las células
de Sértoli permanecen activas durante la
infancia. En el hombre, la AMH es secretada
exclusivamente por las células de Sértoli por lo
tanto sus niveles en suero reflejan de manera
confiable la presencia y la funcién de los
testiculos en la etapa prepuberal en nifios, sin
la necesidad de ninguna prueba de esti-
mulacion. (1,8,9,10). Tabla: 1

S

Tabla 1: Niveles esperados AMH en el
desarrollo masculino normal y en trastornos

que afectan su produccion

FSH 1H AMH Testosterone
Normal fetus and postnatal 0-6 months high high high high
Normal childhood low low high low
Normal puberty high high verylow — high
ALS (puberty) high high high high
Central hypogonadism veylow — verylow  low very low
Leydi cell aplasia/T-synthesis defects high high high very low
Precocious puberty high high verylow  high

Importancia del laboratorio

La AMH se sintetiza como una pre-
hormona la cual sufre un proceso de
glicosilacion y dimerizacion, constituyendo un
homodimero unido por puentes disulfuro.
Cuando pasa por el citoplasma cada
mondmero es clivado generando fragmentos N
(region pro) y C terminal (regidén nativa o
madura) que permanecen unidos por uniones
no covalentes. El dominio C terminal es el que
se une al receptor y necesita de la porcién N
terminal para desencadenar la respuesta
bioldgica. En circulacion podemos encontrar
una mezcla de la forma pro-AMH y del
complejo C-terminal/N-terminal, unido por 2
puentes disulfuro. Fig. 2 (11,12)

S

Figura 2: AMH y su producto genético, la
proteina AMH
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A lo largo del tiempo se disefiaron
inmunoensayos con distinta capacidad de
detectar las formas moleculares que presenta
la AMH en la sangre con lo cual encontramos
una gran variabilidad en los resultados
obtenidos. Esto se debe, fundamentalmente, a
la utilizacion de anticuerpos dirigidos a
distintos epitopes localizados en diferentes
regiones de la hormona y a la falta de un
estandar internacional (3,11). En MANLAB
utilizamos un método electroquimiolumi-
niscente sensible, con buena reproducibilidad,
automatizado para plataforma Cobas y con un
tiempo de respuesta dptimo. El ensayo ha sido



comparado con el kit AMH Gen Il de Beckman
Coulter con el cual tiene una muy buena
correlacién y concordancia. Los resultados
obtenidos con Roche son aproximadamente 20
% inferiores a los obtenidos con el método de
ELISA y presenta una mejor performance
analitica con menores coeficientes de variacidén
(CV)intraeinterensayo. Fig: 3 (4,13).

.

Figura 3: Diagrama de dispersion con Passing-
Bablok
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Las concentraciones circulantes de
AMH deben interpretarse con precaucién
debido a las diferencias en la forma en que se
estandarizan los inmunoensayos y las unidades
utilizadas para la medicién (6,13,4). Por lo
tanto, es muy importante, para el seguimiento
del paciente, realizar el andlisis con la misma
metodologiay en el mismo laboratorio.

Dada las fortalezas demostradas por
este nuevo método nos planteamos como

desafio a futuro poder determinar los valores
de referencia en nuestra poblacién infantil.

MANLAB®
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Evaluacion de una prueba de biologia molecular para

e =

la identificacion de Mycobacterium tuberculosis y sensibilidad a
medicamentos de primera y segunda linea en un hospital de alta complejidad

@ 14 min.

8< La implementacién de nuevas ayudas
diagndsticas, deben estar en concordancia
con las necesidades en la atencion del
paciente, para que tengan un adecuado
impacto en las acciones terapéuticas, con el
fin de tener un abordaje integral en el proceso
asistencial.

Para la Organiacién Mundial de la
Salud (OMS) la tuberculosis es una enferme-
dad infecciosa con alta morbimortalidad, se
estima que un tercio de la poblacién mundial
esta infectada. El proceso de diagnéstico de la
tuberculosis requiere de una evaluacién
clinica y ayudas diagnosticas complemen-
tarias. En el siguiente trabajo evaluan una
prueba de biologia molecular para la
identificacion del Mycobacterium tuber-
culosis y la sensibilidad a medicamentos de
primeray segunda linea.
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Resumen

Objectivo: Evaluar la utilidad de Anyplex™
Il_MTB/MDR/XDR para la deteccion de
Mycobacterium tuberculosis y sensibilidad a
medicamentos de primera y segunda linea,
ademds del impacto en la conducta
terapéutica en pacientes con sospecha de
tuberculosis pulmonar aten-didos en una
institucion de alta complejidad de Medellin,
2014-2015.

Material y Metodos: Estudio descriptivo de
corte trasversal retrospectivo, de pacientes
en cuyo proceso de atencion se les realizd:
baciloscopia, cultivo Ogawa- Kudoh, prueba
molecular Anyplex™1I_MTB/MDR/XDR vy
registro adecuado de historia clinica. Se
realizaron medidas estadisticas descriptivas
univariadasy de validez diagndstica.
Resultados: Se incluyeron 156 muestras de
154 pacientes, de los cuales el 65,6% fueron
hombres. El diagndstico de ingreso mas
frecuente fue el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) (46,1%). La sensibilidad vy

especificidad global fue del 96,36% (IC 95%.
90,51 - 100) y 90,51% (IC 95%: 83,62 - 96,38)
respectivamente. Se detectd algin tipo de
resistencia en el 12,6%. El 57% de los
resultados fueron tomados en cuenta por el
médico tratante para definir conductas
terapéuticas.

Discusidn: Se obtuvo una sensibilidad mayor
respecto a otros estudios previos. Entre las
limitaciones a destacar estan: el disefio
retrospectivoy la no disponibilidad de medios
de cultivo liquido (MIGIT).

Conclusién: Anyplex™II_MTB/MDR/XDR fue
util en la identificacion del complejo M.
tuberculosis y sensibilidad a medicamentos
en muestra directa. El resultado de la prueba
influyd en la toma de conductas terapéuticas
en mas de la mitad de los pacientes con
resultados positivos. La implementacion de
nuevas ayudas diagndsticas, deben estar en
concordancia con las necesidades en la
atencion del paciente.

Palabras-clave: tuberculosis; reaccién en
cadena de la polimerasa; tuberculosis
pulmonar; TB-MDR.

Introduccién

La tuberculosis (Tb) es una enfer-
medad infecciosa con una alta morbimor-
talidad, y seguin la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), un tercio de la poblacién
mundial esta infectada lo que representa un
problema de salud publica. Para el 2014, se
estimé que 9,6 millones de personas en el
mundo adquirieron Tb (1), mientras en
Colombia, para el 2013 se notificaron 10.849
casos(2).

La tuberculosis multidrogorresistente
(MDR-TB), definida como la resistencia a
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medicamentos de primera linea (rifampicina-
isoniacida) (3), y la tuberculosis ampliamente
resistente (XDR-TB), entendida como MDR-
TB asociada a resistencia a medicamentos de
segunda linea (cualquier fluoroquinolona y al
menos un medicamento inyectable de los
siguientes: amikacina, kanamicina,
capreomicina), se han convertido en
obstaculos para el control de lainfeccion. En el
2014, la OMS estim6 480.000 casos de MDR-
TB (1). En Colombia, en el mismo periodo, se
reportaron 103 casos MDR-TB y dos XDR-TB
(4). Por tal motivo, la OMS impulsa el acceso
universal al diagndsticoy tratamiento (5).

El proceso diagndstico de la Th,
requiere de una evaluacion clinica y ayudas
diagndsticas complementarias (6), ademas
deberia incluir pruebas de sensibilidad a
medicamentos. Entre las técnicas de
valoracion a medicamentos se encuentra las
proporciones multiples, metodologia
catalogada como método de referencia, con
un tiempo de respuesta aproximado de 28
dias (7). Otras mds rapidas como
BACTEC™460TB (8) y BACTEC™MGIT (9),
evaltan el crecimiento bacteriano en
presencia de antibidtico, con resultados entre
3 y 10 dias. También estan disponibles las
técnicas de Biologia Molecular (BM) basadas
en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), conresultados en un diay con el aval de
la OMS (10), entre éstas, Xpert® MTB/RIF, que
detecta de forma simultanea Mycobacterium
tuberculosis (MTB) y sensibilidad a
rifampicina (11); Genotype MDRplus (Hain-
Lifescience-Nehren-Germany) (12) que evalua
sensibilidad a medicamentos de primera linea
y, requiere otro kit para deteccion a segunda.

Con el fin de optimizar el diagnostico
de la Tb y conocer los patrones de sensi-
bilidad, se deben evaluar métodos emergen-
tes como Anyplex™Il_MTB/ MDR/XDR, el
cual consiste en una metodologia por BM en
tiempo real y PCR multiplex, para la
identificacién del complejo MTB y deteccidn
de las mutaciones mas frecuentes en los genes
que confieren resistencia a medicamentos de
primera linea (rifampicina e isoniazida) como
también a fluoroquinolonas y drogas
inyectables: amikacina, kanamicina, vy
capreomicina, con resultados en un dia (13).
Esta técnica identifica 18 mutaciones que
causan resistencia a rifampicina en el gen
rpoB, 7 mutaciones que causan resistencia a

isoniazida en los genes katG e inhA, 7 muta-
ciones que causan resistencia a fluoriquino-
lonas en el gen gyrA y 6 mutaciones que
causan resistencia a drogas inyectables en el
genrrsyenlaregion promotora eis.

De manera complementaria, el
desempefio de una prueba, deberia contar
con aproximaciones como: utilidad,
pertinencia y conductas terapéuticas a partir
de resultados de laboratorio. Asi, una prueba
diagnostica debe ser considerada como parte
en la toma de decisiones clinicas, ya que hay
unarelacion directa de éstas con: la eficacia, el
mejoramiento del proceso diagndstico, la
estrategia terapéuticay asistencial (14).

Este estudio evalta la utilidad de
Anyplex™II_MTB/MDR/XDR para la
deteccidon de MTB y sensibilidad simultdnea a
medicamentos de primera y segunda linea, a
partir de muestra directa, ademas de una
aproximacion del impacto en la toma de
decisiones terapéuticas en pacientes
atendidos en un hospital de alta complejidad.

Material y Métodos

Estudio descriptivo retrospectivo de
corte trasversal (noviembre 2014 a junio
2015), con muestreo a conveniencia de
pacientes con sospecha de Tb pulmonar,
atendidos en el Hospital Universitario de San
Vicente Fundacién (HUSVF). Las muestras
pulmonares (esputo y lavado broncoalveolar)
debian tener disponible: baciloscopia, cultivo,
prueba molecular y pruebas fenotipicas para
farmacos anti tuberculosos cuando aplicd,
ademas del correcto diligenciamiento de las
historias clinicas electronicas.

Pruebas convencionales y fenotipicas a
medicamentos

La baciloscopia fue realizada por el
método de Ziehl-Neelsen tradicional, el
cultivo en Ogawa-Kudoh con Hidréoxido de
Sodio al 4% (15), siguiendo los protocolos
institucionales. A los cultivos positivos, se les
realizé la prueba de proporciones multiples
para medicamentos de primera linea (7) en el
Laboratorio Departamental de Salud Publica,
y para farmacos a segunda linea, con
tecnologia BACTEC-MGIT-9609 en el Instituto
Nacional de Salud.

Anyplex™Il_MTB/MDR/XDR

Los pasos de pretratamiento de las
muestras, extraccion de material genético y
preparacion de mezcla maestra para PCR
multiplex, se realizaron de forma manual
acorde a las instrucciones del fabricante. Los
pasos de amplificacidn y generacién de curvas
meelting, fueron realizados en el instrumento
CFX-96TM (Bio-Rad), tres controles fueron
incluidos en cada corrido: dos positivos (wild
type resistent) y uno negativo. Los andlisis e
interpretacion de datos se realizaron en el
software Seegene Viewer 2.0.

Datos clinicos

Se revisaron las historias clinicas de los
pacientes, para extraer variables
sociodemograficas, clinicas y microbioldgicas.
Se considerd que el resultado de
Anyplex™II_MTB/MDR/XDR tuvo impacto, si
fue registrado como base para tomar una
conducta terapéutica en el paciente hasta dos
dias posteriores a su generacién, en las
siguientes categorias: Inicio de tratamiento,
no implementacion de tratamiento, mantener
tratamientoinicial y cambio de tratamiento.

Andlisis de informacion

Latabulacién de los datos se realizé en
Excel 2010®, y en SPS5S-21.0° se calcularon
descriptivos (tablas-graficos), incluyendo el
calculo de la desviacion estandar (DS). Epidat
4.1 de la Organizacidon Panamericana de la
Salud, fue utilizado para estadisticos de
validez: sensibilidad, especificidad, valores
predictivos e indice kappa; el método de
referencia fue Ogawa-Kudoh.

El estudio fue aprobado por el comité
de Investigacién y de Etica del HUSVF. Segin
resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de
Salud de Colombia, este estudio se considera
sinriesgo, por ser de fuente secundaria.

Resultados

156 muestras consecutivas de 154
pacientes, fueron incluidas (tabla 1). Los
porcentajes de positividad fueron: Cultivo
Ogawa-Kudoh, 35,8% (n=56), coloracién Ziehl-
Neelsen, 31,4% (n=49),
Anyplex™Il_MTB/MDR/XDR, 40,3% (n=63);
el 33,9% fueron positivas tanto por cultivo



como por prueba molecular (53). Un
aislamiento correspondid a una micobacteria
atipica, noincluido para analisis posteriores.

Q.

Tabla 1 Caracteristicas sociodemograficas y
clinicas en la poblacion de estudio.

Caracteristicas generales

Sexo

Ilombres 101 656
Edad

X (DE) 43,5 158
Me (Rig) 43 26

QOcupacién

Desempleade 38 24,6
Ventas y oficios varios 24 155
Diagnostico de ingreso

VIH ‘ &S ‘ 387

El indice Kappa entre Anyplex™I|
_MTB/MDR /XDR y Ogawa- Kudoh, fue de
0,84 (IC 95%: 0,75-0,93 y p:< 0,01). Para los
aislamientos positivos por cultivo y prueba
molecular (n=53), las pruebas fenotipicas
presentaron una concordancia del 100%
(Tabla 3).

.

.

Tabla 3 Caracterizaciéon a medicamentos
antituberculosos por deteccion de genes de
resistencia Anyplex™Il MTB/ MDR/XDR.
HUSVF, 2015

Perfil sensibilidad

Susceptibilidad tetal* 55 87,3
Alguin tipo de resistencia 8 12,6
Monoresislencia a H 1 1,58
Monoresistencia a Rif 1 1,58
TR MDR (H 1 Rif) 4 6,34
TB-MDR mas un inyectable 2 317
TB-XDR 0 0

* 10 aislamienlos presenlaron callivo negalivo

H: Isoniacida; Rif: Rifampicina

TB MDR: tuberculnsis multirresistente

TB XDR: tuberculosis extremadaments resistente.
Inyectables: Amikacina, Kanamicina y Capreomicina

En el 57% (n=89) de los pacientes, el
resultado de la prueba molecular fue
registrado en la historia clinica como pauta
para decisiones terapéuticas, de la siguiente
manera: 51,6% (n=46) no implementacion de
tratamiento, 26,9% (n=24) mantener manejo
terapéutico instaurado inicialmente, 19,1%
(n=17) util para iniciar de tratamiento, y 2,2%
(n=2) para cambio de manejo antituberculo-

Tabla 2 Rendimiento de Anyplex™Il MTB/ MDR/XDR segln Baciloscopia y tipo de muestra.

Cultivo positivo

Cultivo negativo

Anyplex Anyplex Anyplex Anyplex Total S (IC 95%) / E (IC 95%) VPP (IC95%) / VPN (IC 95%)
+ - + -
G | 53 2 10 %0 s 96,36 (90,51 —100) 84,13 (75,13-94,87) /
enera 90,51 (83,62 96,328) 97,98 (94,70 100)
Baciloscopia
Positiva 45 0 4 0 49 * *
N i 8 2 6 a0 106 80,00 (50,21 - 100) / 57,14 (27,6 — 86,64) /
R 93,75 (88,39-99.11) 97,83 (94,30 - 100)
Muestras
Fenite 1 0 a 71 o 100 (97,6 -100) / 84 (67,63 -100)/
£ 82,61 (64,94 - 100) 100 (97,37 - 100)
9. - —97.12)
LBA 1 5 6 71 111 94,12 (84,74 — 100) / 84,21(7130-97,12) /
92,71 (85,57 - 98,84 ) 97,76 (92,83 - 100)

S= sensibilidad; E = especificidad
VPP = valor predictivo positivo; VPN = valor predictivo negativo | * =S, E, VPP y VPN no calculable

so, por reporte de alguna resistencia.

El tiempo para obtener el resultado:
Anyplex™Il_MTB/ MDR/ XDR fue de 3 dias
(DS+2,15), pues por programacién del
hospital la prueba se realiza tres veces por
semana; para los cultivos positivos, de 27 dias
(DS%5,2), con el reporte de medicamentos a
primera linea hasta 50 dias (DS%10), y un
acumulado total de 70 dias (DSt 7,7) para
farmacos de segunda linea.

Discusion

La prueba molecular Anyplex™
Il_MTB/MDR/XDR de reciente disponi-
bilidad en el pais y con escasa literatura sobre
su rendimiento en Latinoamérica, ofrece
ventajas sobre otras metodologias de BM en
tuberculosis, por la posibilidad que ofrece de
identificar en tiempo real genes de resistencia
a varios medicamentos antituberculosos en
un solo montaje. El presente estudio
responde a la necesidad de documentar el
desempefio de ésta, comparada con métodos
tradicionales (coloracion Ziehl-Neelsen vy
cultivo Ogawa-Kudoh), todavia de uso
rutinario en varias instituciones en el pais,
que refleja una limitacion en el diagnédstico
microbioldgico, ya que en Colombia para el
2013, solo el 75% de los casos de Tb
notificados, fueron confirmados por el
laboratorio (2), evidenciando la necesidad de
contar con técnicas que sean de mejor
desempefio. Otro aporte del presente
estudio, es la documentar la aproximacion de
la conducta terapéutica posterior al resultado
de una prueba molecular, como factor
importante en la implementacidon vy
seguimiento de nuevas ayudas diagndsticas.

La prueba Anyplex™II_MTB/
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MDR/XDR, fue positiva en el 40,3%, que
comparada con otros estudios que han
reportado rendimientos del 13,6% (16) y de
20,9% (17), presentd un desempefio superior
en nuestra poblacién. Mientras que las
pruebas convencionales como la coloracion
de Ziehl-Neelsen y el cultivo Ogawa-Kudoh,
presentaron un rendimiento diagndstico del
31,4% (n=49) y 35% (n=56) respectivamente.
Una posible explicacion al mejor desempefio
de la prueba molecular, puede estar en
relacion con el tipo de poblacion que consulta
en la institucion, que por el nivel de
complejidad atiende un numero importante
de pacientes con coinfeccion con VIH (35,7%
de los pacientes ingresados al estudio),
trasplantados y con otro tipo de comor-
bilidades, que son factores de riesgo para
progresion de Tb latente a Tb activa (18), o
casos de dificil manejo como son pacientes
con problemas de adherencia al tratamiento
antituberculoso, sospecha de fracaso o recai-
das que requieren valoracién especializada y
pruebas rapidas de sensibilidad a farmacos,
porlo que el 26,5% (n=13) de las baciloscopias
positivas, correspondieron a pacientes con Th
previa.

S

Figura 1 Grafica Forest plot de la sensibilidad
estimada para la deteccién de Mycobacterium
tuberculosis comparado con otros estudios.
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La sensibilidad general fue del 96,3%
(IC 95%: 90,51- 100), en contraste a estudios
previos que reportaron 82,9% (IC 95%: 72,5-
90,6)16, 87,5% (1C95%: 80- 94,9)19, y 86% (IC
95%: 68-96)17 (Figura 1); mientras que con
baciloscopia negativa, se han reportado
sensibilidades del 69,2% y 81,3% (17,19),
similares al presente trabajo del 77%, util para
la toma de decisiones terapéuticas mientras
estd disponible el resultado por cultivo (Tabla
2).

Respecto a los falsos negativos (dos
casos), se ha descrito como causas, la
presencia de inhibidores y errores técnicos
(20), asi como problemas en la calidad de la
muestra, en especial el LBA, que por dilucidn,
puede interferir en el limite de deteccidon de la
prueba.

Es importante tener en cuenta que se
requiere una infraestructura y practicas de
laboratorio adecuadas de BM, que garanticen
condiciones pre-analiticas 6ptimas, con el fin
de evitar contaminacionesy falsos positivos.

Los nueve casos con cultivo negativo y
Anyplex™Il_MTB/ MDR/XDR positivo, se
deben interpretar en conjunto con los datos
clinicos y epidemioldgicos del paciente, pues
al tomar el cultivo como prueba de referencia,
se clasificarian estos resultados como falsos
positivos de la prueba molecular, que se
pueden explicar en parte por falta de
viabilidad bacteriana, inadecuado manejo de
la muestra o restos de material genético de la
micobacteria en los pacientes con ante-
cedentes de Th antigua. El centro de control de
enfermedades (CDC) recomienda ante
sospecha clinica media-alta de Tb, si la
baciloscopia es negativa y prueba molecular
positiva, considerar diagndstico presuntivo
(21).

Frente a la monoresistencia, a nivel
nacional, se ha reportado 3,42% a isoniazida'y
0,41% a rifampicina (22), y con leve aumen- to
en los casos tratados previamente, en el
presente estudio se presentaron dos casos. No
se presentaron casos de XDR-TB, pero se
detectd dos muestras del mismo paciente con
MDR-TB mas resistencia a inyectables; el
factor de riesgo principal para desarrollar
resistencia, es la exposiciéon inadecuada a
medicamentos antituberculosos (23), ele-
mento presente en este caso.

En el 43% (67 casos) de los pacientes,
el resultado de Anyplex™Il_MTB/MDR/XDR
no fue registrado en la historia del paciente
para definir alguna conducta terapéutica. Esta
situacion debe llevar a una reflexion frente al
principal uso de las ayudas diagndsticas, que
es reducir el nivel de incertidumbre en latoma
de conductas terapéuticas, ya que Unicamente
deberian solicitarse cuando el resultado vaya a
influir en el manejo del paciente. La utilizacién
indiscriminada de pruebas diagndsticas

aumentan costos en el sistema, conduciendo a
un detrimento en la calidad de la oferta futura
(24).

Como limitaciones podemos men-
cionar tres aspectos, primero, aunque la
concordancia a los farmacos antituberculosos
fue del 100% en los cultivos positivos, evaluar
el real desempeio de sensibilidad a
medicamentos, requeriria un nimero mayor
de aislamientos con algun tipo de resistencia;
segundo, el método de referencia, no fue el
Optimo, debido a que para el tiempo del
presente estudio no se contaba con medios
con medios liquidos de cultivo como
BACTEC™MGIT, nicon latinciéon de auramina-
rodamina para las baciloscopias, ya que estas
metodologias tienen mayor sensibilidad; y por
ultimo, el disefio retrospectivo, el cual implica
posibles sesgos de calidad en lainformacion.

Por otro lado, con la presente prueba
molecular, se hace necesario la evaluacion en
muestras no respiratorias, debido a que
informes previos de otros paises (25) y en
Colombia (26), la forma extrapulmonar
muestra cifras importantes; también se debe
realizar otras aproximaciones como por
ejemplo de costo-beneficio y costo-
efectividad, los cuales complementen el
desempefio integral de la técnica evaluada en
el presente estudio.

En conclusidon, las pruebas molecu-
lares no reemplazan las convencionales, sin
embargo, se potencian cuando se combinan
con datos clinicos y epidemioldgicos.
Anyplex™Il_TB/ MDR/XDR, ofrece la
posibilidad de un tamizaje rapido y confiable
de Tb y su perfil de sensibilidad a farmacos
comparable con las pruebas fenotipicas de
primera y segunda linea, a partir de muestra
directas y con un mejor desempeiio en
aquellas con baciloscopia positiva.

La implementacién de nuevas ayudas
diagndsticas, deben estar en concordancia
con las necesidades en la atencién del
paciente, para que tengan un adecuado
impacto en las acciones terapéuticas, con el fin
de tener un abordaje integral en el proceso
asistencial.
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Las anemias macrociticas se pueden
clasificar en dos subtipos: las megaloblasticas
y las no megaloblasticas. Entre las causas
comunes de la anemia macrocitica
megaloblastica se encuentra la deficiencia de
Vitamina B12 y Folato, mientras que para la
anemia macrocitica no megaloblastica, la
causa mas frecuente es la presencia de
cuadros hemoliticos, hemorragias
abundantes o el consumo crénico de alcohol.
A continuacién le presentamos una revisién
con las nuevas determinaciones de
laboratorio y cuales son los estudios
necesarios para un correcto diagndstico del
paciente con anemia macrocitica.
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Resumen

Es intencion de este trabajo hacer un
breve repaso sobre el metabolismo de la
Vitamina B,, y del Folato o Vitamina B9. Estas
dos vitaminas hidrosolubles juegan un papel
importante en el metabolismo celular. Son
cofactores de reacciones metabdlicas de
transferencia de grupos monocarbonados,
esenciales para el mantenimiento de la vida.
Ademas se describen las nuevas deter-
minaciones de laboratorio, se evalGan cudles
son los estudios necesarios para arribar a un
correcto diagndstico del paciente con Anemia
Macrocitica (AM), su etiologia y cdmo muchas
drogas de uso frecuente en medicina
producen AM. Se realiza también la
evaluacidn del conjunto de metodologias que
se pueden efectuar como rutina en el
laboratorio especializado en hematologia y se
propone un algoritmo para el diagndstico del
paciente con AM.

Palabras clave: Anemia megaloblastica;
Deficiencia de vitamina B,,; Deficiencia folato;
Algoritmo de anemia macrocitica; Pruebas de
laboratorio.

Introduccion
TRANSPORTE DE FOLATOS
El 4cido félico o vitamina B9 es una

vitamina hidrosoluble que resulta de la unidn
del acido pteroico y de una o mas moléculas

de acido L-glutdmico; su forma activa es el
tetrahidrofolato (THF). Se encuentra en
alimentos de origen vegetal (frutas, verduras,
legumbres) o animal (higado, rifion).

Los folatos y el acido félico (AF) se
absorben en el duodeno y yeyuno; los
poliglutamatos son hidrolizados por la
glutamato carboxipeptidasa Il del ribete
estriado. Su absorcion (mecanismo de trans-
porte activo, saturable y pH dependiente) es
mediada por el portador de folatos reducido
(RFC) que funciona a pH neutro (codificado
por el cromosoma 21) y el transportador de
folato acoplado a protones (PCFT) que actlaa
pH acido (codificado por el cromosoma 17).

Una vez dentro de la célula la folil
poliglutamato sintetasa adiciona residuos
glutamato al C-terminal, aumenta su tamafioy
evita su salida por las bombas exportadoras de
folato. Luego es reducido y metilado a 5-metil-
tetrahidrofolato (5-MTHF) que cruza la
membrana basolateral del enterocito por un
mecanismo de intercambio anidnico activo y
entraalacirculacién portal.

La membrana basolateral del higado
muestra también la caracteristica de un
proceso mediado dependiente del sodio; en el
hepatocito es convertido en poliglutamato
por accion de folilpoli-g-glutamato sintetasa
que puede adicionar hasta 8 residuos
glutamato.

La folilpoli-g-glutamato carboxi-
peptidasa los transformara en monogluta-
matos secretados en la bilis y reabsorbidos en
elintestino delgado.

El rindn participa de la homeostasis

dado que el folato filtrado es reabsorbido en el
nefrén, que contiene receptores de folato (FR)
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en las células del tubulo proximal.

Los FR son una familia de receptores
de alta afinidad codificados por 3 genes alfa,
beta y gamma localizados en el cromosoma
11. Las alfa y las beta son glicosilfosfati-
dilinositol proteinas de anclaje y la gamma es
secretoria.

La absorcién de folato en el citosol por
los FR implicaria un proceso de endocitosis

(1).
TRANSPORTE DE VITAMINA B12

La vitamina B12 o Cobalamina,
también hidrosoluble, resulta de la unidn
asimétrica de cuatro anillos pirrélicos (anillo
de corrina) en torno a un atomo central de
cobalto sobre el que se efectuaradn procesos
de oxido-reduccion que conduciran del Co
(3+)aCo(1+)(2) (Figura 2).

S

Figura 1. Acido félico.
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Figura 2. Férmula quimica de la Vitamina B12.

Minimas dosis son necesarias para el
organismo. La cadena nutricional comienza
con la produccion por las bacterias en el tracto
intestinal de los herbivoros, laacumulacion en
sus tejidos y el consumo de productos de
origen animal dado que el hombre no puede
sintetizarla. La hidroxicobalamina y la

cianocobalamina proveniente de los
alimentos seran transformadas en metil- y
desoxiadenosilcobalamina.

La vitamina B12 es captada por la
Haptocorrina, de origen salival, que la protege
de la hidrdlisis en medio acido. En el duodeno
la Haptocorrina es degradada por las enzimas
pancredticas y la B12 es captada por el Factor
Intrinseco (FI) producido por las células
parietales; este complejo es absorbido por
endocitosis mediada por el receptor
Cubilina—AMN.

La cubilina es una proteina de
membrana que se une a FI-B12 y AMN es una
proteina transmembrana con actividad
endocitica.

El FI es degradado por proteasas
lisosomales y la B12 retorna al citoplasma por
medio de la proteina LMBD, puede
permanecer dentro de la célula o ser
exportada por el MRP1, transportador
basolateral dela célulaileal.

Unavez transportada al plasma circula
unida a la Transcobalamina I, la cual puede
ser captada por el receptor CD320 en el
higadoy demas 6rganos.

En rifdn la recaptura de
holotranscobalamina se produce por el
receptor Megalina (3).

LaB12 es cofactor para dos enzimas: la
metionina sintetasa (citoplasmatica) y la
metilmalonilCoA mutasa (mitocondrial) que
cataliza el pasaje de metilmalonilCoA a
succinilCoA, metabolito del ciclo de los acidos
tricarboxilicos.

El déficit de B12 reduce la actividad de
la metilmalonilCoA mutasa produciendo la
acumulacidon de metilmalonilCoA y acido
metilmaldnico (MMA).

La B12 es cofactor de la metionina
sintetasa que cataliza la remetilacién de la
homocisteina a metionina, precursor de la S-
adenosilmetionina (SAM), donador de grupos
metilo necesarios para la metilacion de
fosfolipidos, neurotransmisores, aminas,
ADN, ARN vy proteinas basicas de mielina; en
la deplecién de B12 se inactiva la metionina
sintetasa con importante reduccién de las
reacciones de metilacién, y la homocisteina
aumenta (4,5).

La deficiencia de B12 o de folatos se
traduce en una anemia megaloblastica
resultante en una sintesis alterada de ADN.
Ambas vitaminas estan intrinsecamente
ligadas a la via de la metionin sintetasa que es
la Unica enzima que usa al 5-metiltetrahidro-
folato (5-MTHF) y lo convierte en su forma
metabdlicamente activa, el tetrahidrofolato
(THF) necesario en el metabolismo de un
atomo de carbono.

En la deficiencia de B12 la actividad de
la metionin sintetasa se reduce y se bloquea la
formacién de THF; el folato queda atrapado
como 5-MTHF, que es una forma que no
puede utilizarse, dado que el pasaje de 5,10-
MTHF a 5-MTHF catalizado por la 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
esirreversible.

TRAMPA DE FOLATOS

La SAM es inhibidor alostérico de la
MTHFR; en el déficit de B12 la SAM
disminuye, por lo que se elimina la inhibicién
de MTHFR promoviendo lareduccién de 5,10-
MTHF a 5-MTHF de modo que se utilice para
resintetizar metionina y se produce mas
acumulacién de folatos como 5-MTHF.

Las células sufren de una pseudo-
deficiencia de folatos dado que no esta en su
forma activa, de manera que se interrumpe la
produccion de purinas y pirimidinas
necesarias paralasintesisde ADN.

El 5-MTHF no es sustrato de eleccion
para la folilglutamato sintetasa, enzima
responsable de la retencion celular de folato.
Se han reportado bajas concentraciones de
folato intraeritrocitario en deficiencia de B12

(5).

El 5-MTHF puede atravesar la barrera
hematoencefdlica, lo que permite el
mantenimiento de la mielina.

El defecto en la sintesis de ADN
compromete a todas las células del organismo
con capacidad proliferativa.

La anemia megalobldstica es la
manifestacion de esta anomalia en la sintesis
de ADN; se activa la apoptosis que causara
una eritropoyesis ineficaz y se acorta la
sobrevida de los glébulos rojos (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo metabdlico de Folatos y Vitamina B12
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EVALUACION DE LAS ANEMIAS MACROCITICAS EN EL
LABORATORIO

Las anemias macrociticas (AM) generalmente definidas por un
Volumen Corpuscular Medio (VCM) >100 fL, se pueden clasificar en
dos subtipos: las megaloblasticas (AM-Me) y las no megaloblasticas
(AM-NoMe).

Dentro de las causas comunes de anemia macrocitica

megaloblastica se encuentra la deficiencia de Vitamina B12 (B12) y
Folato (Fol), mientras que para la anemia macrocitica no
megaloblastica, la causa mas frecuente es un aumento de los
reticulocitos (Ret) o el consumo crénico de alcohol (6,7). Se debe tener
en cuenta también la edad de los pacientes, ya que los valores de B12y
Fol estan disminuidos, y los del Acido Metilmalénico (AMM) y de la
Homocisteina total (HCT) estdan aumentados en adultos mayores de 60
afios (7).

CAUSAS DE ANEMIA MEGALOBLASTICA

Fuera de las deficiencias de B12 y Fol, existen varias causas de
AM-Me, entre las que se encuentran la inadecuada secrecion de
Factor Intrinseco (Fl), alteraciones enlaliberacién de B12 del complejo
B12—Receptor, malabsorcion por anormalidades del ileo terminal
(para B12) o del yeyuno (para Fol) y anormalidades hereditarias o
adquiridas enlos metabolismos de B12 y Fol (7).

Ademas, existe una gran cantidad de drogas de uso frecuente
en medicina que interfieren con la absorcidn o distribucion de Fol,
como agentes anticonvulsivantes (fenobarbital, fenitoina, etc.),
anticonceptivos (estrégenos), antimaldricos (quinina, etc.) y
antibidticos (ampicilina, tetraciclinas, etc.) (8). Hay drogas que
interfieren con el metabolismo de Fol, conocidas generalmente como
analogos de folato, que se utilizan en el tratamiento de enfermedades
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oncoldgicas, ya sea de tumores sélidos o leucemias (metotrexato,
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hidroxiurea, mercaptopurina, etc.) (8).
También hay drogas que disminuyen la
absorcion de B12: antituberculosos y
antibidticos (acido aminosalicilico, isoniacida,
neomicina, etc.), hipoglucemiantes orales
(metformina); drogas que aumentan la
excrecion de B12: antihipertensivos
(nitroprusiato de sodio) y las que destruyen
B12: antihipertensivos (éxido nitrico) (8).
Algunos de estos compuestos son conocidos
también como antivitaminas, su uso esta muy
difundido en medicina sobre todo con
antagonistas de Fol como el metotrexato y
vitamina K (anticoagulantes orales), sin
embargo, esta aun en las primeras fases de
investigacion para antagonistasde B12 (9).

OTRAS CAUSAS DE ANEMIA MACROCITICA
NO MEGALOBLASTICA

Como se menciond mas arriba, las
causas mas frecuentes de AM-NoMe son el
abuso cronico de alcohol (con o sin
enfermedad hepatica) y los cuadros
hemoliticos o pérdidas abundantes de sangre,
que producen reticulocitosis, como asi
también la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC). Dentro de otras causas se
pueden distinguir la enfermedad hepatica
(cirrosis y patologia hepdtica aguda), el
hipotiroidismo, mielodisplasias como el
sindrome 5q-, anemia diseritropoyética
congénita tipo | (CDA 1), anemia aplastica,
sindrome de Diamond-Blackfand y anemia de
Fanconi (6). Existen también, al igual que en el
caso de las AM-Me, drogas que producen por
distintos mecanismos una anemia macrocitica,
como ser las que interfieren en el metabolismo
de purinas y/o pirimidinas, con la consiguiente
disminucién en la sintesis de ADN, por lo
general utilizadas en el tratamiento de
patologias oncoldgicas (mercaptopurina,
fludarabina, etc.), antigotosos (allopurinol),
inmunomoduladores usados en trasplante de
dérganos y procesos inflamatorios como artritis
reumatoidea y artritis psoridsica (azatioprina,
leflunomida, etc.) (8). Existen, ademas, drogas
que producen macrocitosis por mecanismos
complejos o desconocidos, como algunos
antineoplasicos (asparaginasa, arsénico, etc.)
(8) y antirretrovirales de uso frecuente en el
tratamiento de pacientes HIV positivos (7).

ESTUDIOS BIOQUIMICOS PARA EL
DIAGNOSTICO DE ANEMIAS MACROCITICAS

Lo primero es realizar una observacion
minuciosa de un buen extendido de sangre

periférica, ya que de observar policromatofilia,
generalmente asociada a presencia de un
numero aumentado de Ret, estaria indicando
un aumento en la actividad eritroide de la
médulay orientaria a pensar en un aumento de
la produccién debido a pérdida de sangre o
anemia hemolitica. Por otro lado, la presencia
de neutrdéfilos hipersegmentados, definida
generalmente como la presencia de >5% de
neutrofilos con cinco o mas Iébulos, ya sea con
o sin la presencia de macro ovalocitos,
orientaria a una megaloblastosis (6,10).

DETERMINACION DEL ESTADO DE
VITAMINA B12

Los métodos actuales para determinar
la concentracion de B12 en suero brindan,
segun los fabricantes, una sensibilidad del
95-97%, pero los valores normales de B12 no
excluyen una deficiencia. Por este motivo, es
importante realizar también la determinacion
los metabolitos relacionados como 4cido
metilmaldénico (AMM) y homocisteina total
(HCT) los cuales estan aumentados,
tempranamente, en la deficiencia de B12
(6,7,10).

La determinacion de AMM tiene varias
desventajas, ya que se trata de un estudio caro,
por lo que no estda muy difundido y ademas,
por lo general, tiene una demora importante
en la devolucién de resultados (7,10). Esto se
debe a que el método de determinacién
comprende técnicas de separacidén por
Cromatografia Gaseosa y cuantificacion por
Espectrometria de Masa (CG-EM) (10-12). Se
puede utilizar ademas una técnica de
Cromatografia Liquida y cuantificacion por
espectrometria de masa en tandem (CL-
EM/EM), la cual segun sus desarrolladores,
tiene muy buena correlacién con la CG-EM en
cuanto a los resultados obtenidos, con CV%
intra e inter ensayo menores, de 3,8-8,5% para
CG-EM vy 1,3-3,4% para CL-EM/EM, pero a
diferencia de ésta, tiene una reduccién
importante en los costos (59% menos) y en el
tiempo de procesamiento (75% menor), ya que
tiene un tiempo de corrida de 7,5 h contra las
30 h de la CG-EM. Por este motivo sus
desarrolladores consideran que puede ser
automatizable para mas de 100 muestras/dia
(13).

Con respecto a la determinacion de
HCT, tiene la desventaja de estar aumentada
tanto en la deficiencia de B12 como en la de
Fol, porlo que pierde especificidad (7,10).

En los ultimos afios se ha estado
investigando la incorporacion de la
determinacion de B12 intra-eritrocitaria, que
junto con el Fol intra-eritrocitario, evaltan los
depdsitos de dichas vitaminas, ya que éstas se
incorporan al glébulo rojo durante su
formacién enlos precursores de médula 6seay
mantienen su concentracion durante los 120
dias de vida media del eritrocito,
disminuyendo por consiguiente a los pocos
meses de deficiencia de estos compuestos
(14). Esta técnica no estd muy difundida, ya que
se trata de una técnica experimental de
radioensayo de inhibicién competitiva (15) y
actualmente existe un reactivo comercial de
ICN Pharmaceuticals Inc. para la
determinacidn cuantitativa simultdnea de
Vitamina B12 [57Co] y Folato [1251] en sueroy
plasma. Este reactivo sirve ademas para la
determinacion de Fol intra-eritrocitario, pero
no se describe en el inserto del mismo la
determinacion de B12 intra-eritrocitaria (16).

La Holotranscobalamina (HoloTC) es la
fraccion activa de B12 y puede ser mas
especifica que los niveles de B12 sérica para
determinar el estado de deficiencia de B12.
Existe en la actualidad un test inmunoldgico
comercial para su determinacion, el cual fue
planteado como un probable gold-standard
frente a la determinaciéon de AMM, ya que no
se necesita ninguna preparacion previa de la
muestra (10). Esta técnica se basa en un ensayo
inmunoldgico de captura por anticuerpos
monoclonales (17). Sin embargo, el uso de este
kit comercial esta cuestionado, ya que segun
algunos autores se basa en modelos erréneos.
Ellos plantean principalmente que el modelo
de Herbert, en el cual se basa la afirmacion que
la HoloTC seria un indicador precoz de la
deficiencia de B12, no considera como el
reciclado entero-hepatico de B12, regula la
concentracion de HoloTC. En funcién de esto,
la HoloTC sélo seria un indicador temprano de
deficiencia de B12 en los casos en que dicha
deficiencia se debiera a una interrupcion del
ciclo entero-hepatico. De otra manera, existiria
un periodo de “deplecién” en el cual la B12
total caeria, mientras que la HoloTC
permaneceria dentro de valores normales
hasta que los depdsitos hepaticos se agoten
(18).

En este punto es importante destacar
que ante la ausencia de un VCM elevado y la
presencia de patologia neuroldgica, no se
puede excluir la evaluacion de una deficiencia
de B12 ya que se ha observado que
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Inmunoensayo Magnético Quimiolumi-
niscente de Microparticulas (CMIA) de Abbott
Diagnostic-Architect y el Enzimo Inmunoen-
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Siemens HealthCare-Immulite.

Vitamina B12

Architect: Las muestras no necesitan pre-
paracion previa y las muestras hemolizadas
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Precisiony Exactitud

El fabricante realizdé estudios de
imprecision durante 20 dias basados en el
protocolo EP5-A2 del CLSI. Se trabajo con 3
lotes de reactivo, 2 lotes de calibradores y 1
panel de sueros, en 2 equipos diferentes. En
este estudio se obtuvieron los resultados que
semuestranenlaTablal.

Para determinar exactitud, se realizd
un estudio respecto al patrén internacional de
OMS 03/178, obteniendo una diferencia de -
3,6% respecto al valor esperado.

Tabla I. Datos del estudio de imprecision para la determinacion de Vitamina B12
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Alto 359 890 36,0 4.0 389 44
Suero 357 248 116 a7 13,3 5.4
2 C. Bajo 356 241 10,4 4.3 129 5.4
Medio 352 408 133 3.3 15,5 38
Alto 355 B85 239 27 297 3.4
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TENEMOS EL EQUIPO IDEAL PARA SU LABORATORIO

Las concentraciones maximas de inter-
ferentes que mostraron una interferencia
menor al 10% son las siguientes:

Bilirrubina hasta 25,1 mg/dL
Proteinas hasta 12 g/dL
Triglicéridos hasta 3.325 mg/dL

Immulite: En este caso se trata de un ensayo
competitivo en fase sélida.

Las muestras se deben desnaturalizar
calentando a 100 °C durante 15 a 20 min y
luego un enfriamiento de 5 min antes de ser
procesadas. El anadlisis se completa con una
corridade 2 ciclos de 30 min cada uno.

Precisiony Exactitud

El fabricante realiza un estudio de
precisién intra-ensayos con 15 replicados de 5
soluciones en una sola tanda. Ademads, hace
precisién inter-ensayos con muestras
analizadas en 10 tomas distintas de 3
soluciones. Los resultados obtenidos se
muestranen lasTablas 1y 1.
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aproximadamente el 25% de los casos presentan VCM normal (10).

ESTUDIOS PARA DETERMINAR LA ETIOLOGIA DE LA DEFICIENCIA
DE COBALAMINA

Una vez certificada la deficiencia de B12 esimportante realizar
estudios para determinar la etiologia de la anemia. Esto se debe a que
se haceimprescindible el diagndstico de Anemia Perniciosa (AP).

La AP es una enfermedad autoinmune, que puede coexistir
con otras como la enfermedad de Hashimoto, la diabetes tipo |, el
vitiligoy el hipoadrenalismo.

Es comun encontrar en estudios de autoinmunidad para varias
endocrinopatias, anticuerpos asociados a AP (10).

ANTICUERPOS ANTI FACTOR INTRINSECO

La AP se caracteriza por la presencia de Anticuerpos Anti
Factor Intrinseco (AcFl).

Este estudio tiene un alto valor predictivo positivo, ya que
estan presentes en el 95% de los pacientes con AP, mientras que
presenta un bajo nivel de falsos positivos de entre 1-2%, sin embargo
tiene una baja sensibilidad ya que estan presentes solo en el 40-60%
de los pacientes con AP; por lo tanto, este estudio, de ser negativo, no
permite descartar el diagnéstico.

Se debe tener en cuenta, ademas, que la tasa de positividad
aumenta con la edad y también en determinados grupos raciales,
como los latinoamericanos y los afroamericanos y que, ademds altos
titulos de AcFl pueden interferir dando resultados normales de B12 en
suero, por lo cual este estudio estd absolutamente indicado en
aquellos pacientes con resultados de B12 normal, con presencia de
AM y sintomas neuroldgicos. Asimismo, con técnicas de quimio-
luminiscencia, se pueden dar falsos positivos en pacientes que hayan
recibido recientemente tratamiento con cobalaminainyectable (10).

ANTICUERPOS ANTI CELULAS PARIETALES GASTRICAS

Si bien los Anticuerpos anti Células Parietales Gastricas
(AcCPG) tienen una baja especificidad para AP, con el progreso de la
enfermedad pueden hacerse positivos en el 80% de los pacientes;
ademas, presentan una baja tasa de falsos positivos que se reporta en
un 10% de personas normales. Estos anticuerpos son los responsables
de causar Aclorhidria Gastrica y los pacientes pueden progresar a AP
(10).

DETERMINACION DEL ESTADO DE FOLATO

El término Folato se refiere tanto a las diferentes formas
biolégicamente activas de la vitamina, como al Acido Félico, que es la
forma sintética usada en la suplementacién de alimentos y para el
tratamiento médico.

Ambos tipos son absorbidos en la zona proximal del intestino
delgado (yeyuno) y, aproximadamente el 50% del Fol corporal se
encuentraen el higado.

Si bien la biodisponibilidad de ambas formas es buena, la
absorcion del Fol dietario estd influenciada por varios factores en el
lumen intestinal, como asi también es vulnerable a degradacion por el
proceso de coccién de los alimentos. Existe consenso en que la
biodisponibilidad del Fol alimentario es 50% menor que la del 4cido
félico.

Una bajaingesta de Fol lleva a bajos niveles de Fol en sangre lo
que conduce a bajas concentraciones en los tejidos. Sabiendo que el
Fol es esencial para la sintesis de ADN, la deficiencia temprana se ve
reflejada en los tejidos de rdpida proliferacién, como la médula éseay
el tracto gastro-intestinal, mientras que la deficiencia severa, puede
llevar a pancitopeniay AM (10).

Las técnicas para evaluar el estado deficitario de Fol deberian
incluir las determinaciones de Fol sérico e intra-eritrocitario. Los
resultados obtenidos van a depender del método de determinacion
utilizado y pueden surgir de las diferencias en las técnicas de
preparacion de los hemolizados. La especificidad de resultados bajos
de Fol intra-eritrocitario esta discutida, ya que mas del 60% de
pacientes con deficiencia de B12 presentan valores disminuidos de Fol
intra-eritrocitario, de modo que se hace indispensable realizar la
determinacion de B12 sérica junto con Fol sérico e intra-eritrocitario,
por lo que la deficiencia de Fol se asume sdélo cuando se encuentran
valores normales de B12 sérica (6,7). Se debe tener en cuenta ademas,
que el resultado de Fol sérico se ve influenciado por laingesta reciente
de acido félico, por lo que pueden verse resultados falsamente
negativos en pacientes con deficiencia de Fol.

En funcién de lo expresado hasta aqui, puede proponerse un
algoritmo para el estudio de pacientes con AM, de acuerdo con el
propuesto por Green et al que se muestra en la Figura 4.

®

Figura 4. Algoritmo para la evaluacion de pacientes con AM. Adaptado
de Green Ry Dwyre DM. Sem Hem 2015 Oct; 52 (4): 279-86
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EVALUACION DE LOS METODOS DE DETERMINACION UTILIZADOS
ENELLABORATORIO

Las dos metodologias mas utilizadas en nuestro medio son:



.

Q.

Tabla Il. Resultados de los estudios de
precision intra-ensayo.

Tabla IV. Datos del estudio de imprecision para la determinacién de Folato sérico.

Lote de Media Intra-ensayo Total
a S S—— Reactivo )
Solucion puwary DE v (ng/mL. DE (ng/mL) CcV% DE (ng/mL) cv%
1 159 18 11,3 1 1 a5 0,12 35 0,14 39
2 204 21 10,3 2 38 0,14 38 D.17 47
3 401 27 6.7 - 1 10,8 0,18 1.7 0.41 s
4 L = 53 2 1.2 021 19 044 40
2 i Lid e 1 168 027 16 0.5 3
Tabla Ill. Resultados de los estudios de 9 2 17.0 0.24 1.4 0,61 36
precision inter-ensayo. . Tabla V. Resultados de los estudios de precisién intra e inter-ensayo.
s i el cve — Lote de Media Intra-ensayo Total
1 310 23 74 westra .
L Reactivo { L)
> — m & ng'm DE (ng/mL) oV DE (ng/mL) V%
3 e 0 70 1132 8.10 54 8.82 78
Hi 2 118,1 480 40 6.40 55
1 2220 7.04 32 13,29 6.0
.Se realiza ademads un .elstudlo de H2 2 2210 550 25 12.19 55
exactitud como recuperaciéon con 4
. L ., 1 367.2 787 21 21,60 50
soluciones de distinta concentraciéon dando -
porcentajes de recuperacién entre 93-115% 2 35%0.1 8,90 25 2297 6.4

expresado en % de observado/esperado.

Las concentraciones mdaximas de
interferentes que mostraron una interfe-
renciamenoral 10% son:

Bilirrubina hasta 20 mg/dL
Hemoglobina hasta 3,81 g/dL
Triglicéridos hasta 3000 mg/dL

Folato sérico y folato intra eritrocitario

Architect: Las muestras para determinar Fol
sérico no necesitan ninguna preparacion
previa y las muestras hemolizadas deben ser
descartadas. El tiempo de reaccién es de
aproximadamente 40 min.

Precisiony Exactitud

El fabricante realiza un estudio de
imprecisidn con el siguiente esquema: usa 3
paneles de suero (S1, S2, S3) en un
instrumento, 3 replicados en dos tiempos
diferentes durante 20 dias con 2 lotes de
reactivo. De este estudio se obtuvieron los
resultados que se muestranenlaTabla IV.

Las concentraciones maximas de
interferentes que mostraron una inter-
ferenciamenoral 10% son las siguientes:

Bilirrubina hasta 20 mg/dL
Proteinas hasta12 g/dL
Triglicéridos hasta 3.000 mg/dL

Las muestras para determinar Fol
intra-eritrocitario requieren 90 min de
incubacién del hemolizado a temperatura
ambiente.

Precision y Exactitud

El fabricante realizé el mismo
esquema que para el Fol sérico, pero con 3
hemolizados (H1, H2, H3) obteniéndose los
resultados mostrados enlaTabla V.

Realizan también un estudio de
exactitud con estandar internacional de OMS
03/178, obteniendo un porcentaje de
diferencia entre -0,6—1,3% en un intervalo de
confianza de 95% vy realizan estudio de
reactividad cruzada con 3 sustancias
interferentes, obteniéndose resultados de
reactividad cruzadaentre-0,6-2,1%.

Immulite: Se trata de un ensayo competitivo
enfaseliquida.

Las muestras para la determinacion
en suero se deben desnaturalizar calentando
a 100 °C entre 15 a 20 min y luego un
enfriamiento por 5 min.

El ensayo se completa con 2 ciclos de
30min cadauno.

Precision y Exactitud

El fabricante realiza estudios de
precisién intra-ensayo haciendo 20 replicados
de 3 soluciones de diferente concentracion en
una sola tanda y precision inter-ensayo de 20
tomas distintas de 3 soluciones. Los
resultados obtenidos pueden verse en las
Tablas VIyVII.

.

Tabla VI. Resultados del estudio de precisién
intra-ensayo para la determinacion de Folato
sérico.

Solucion Media DE Cvi
1 2,1 0,19 9.0
2 5,2 0,22 a2
3 13 0,67 5,2

Tabla VII. Resultados del estudio de precision
inter-ensayo para la determinacion de Folato
sérico

Solucidn Media DE vy
18 0,16 8.9

2 53 021 40

B 13 0,96 74

Se realiza ademas un estudio de
exactitud como recuperacion con 3
soluciones de distinta concentracién dando
porcentajes de recuperacién entre 96-119%
expresado en % de observado/esperado. La
Unica interferencia es la bilirrubina y la
concentracion mdaxima que mostré una



interferencia menor al 10% es la siguiente: @
Bilirrubina hasta 20 mg/dL. =

Tabla VIII. Resultados del estudio de precision intra-ensayo para la determinacién de homocis-

Para la determinacion de Fol intra- teina sérica.
eritrocitario se debe incubar el hemolizado = =
i i . Lote Media -ensayo a
90 min atemperatura ambiente. Muestra Analizador N
P Rvo. wmoit) | DE | cve 3 oV
El fabricante no informa el estudio Control Bajo ! : = o e 0.26 a5 L o i
de precision para esta determinacién. 2 2 80 7.58 0.18 24 0,28 33
, 1 1 80 13,21 0,26 20 0,64 48
Contral Medio
HOMOCISTEINA 2 2 80 1337 | 0,24 18 041 3.0
1 1 80 26,77 0,63 23 1,09 41
Control Alto
Architect: Las muestras para la determi- 2 : 80 25,73 0,47 18 073 38
nacion de HCT no necesitan ninguna " 1 1 1 80 4,78 019 4,0 0.30 63
preparacion previa. 2 2 80 471 0,13 28 0,18 38
1 1 80 11,03 0,22 20 0,48 43
i L, Muestra 2
El tiempo de reaccién es de 2 2 80 10,89 0,13 1,2 0,23 21
aproximadamente 30 min. 1 1 80 17,60 0,43 24 0,77 44
Muestra 3
2 2 80 17,29 0,27 1,6 0,46 26
Precisiony Exactitud 1 1 80 35,40 0,79 2,2 1,19 34
Muestra 4
2 2 80 3483 0,71 2,0 087 25
El fabricante realiza un estudio 1 1 80 2184 0.71 1.7 1.35 32
basado en el protocolo descrito en la guia Muestra 5 2 P 80 21.46 0.68 16 112 27

EP5-A2 por el CLSI. Se analizaron por

duplicado 3 controles y 5 muestras de
plasma humano utilizando 2 lotes de
reactivos, 2 veces al dia durante 20 dias, con
2 analizadores. Se generd una curva de
calibracién nueva para cada lote de reactivos
cada dia del analisis, Los resultados
obtenidos se muestran enlaTabla VIII.

Las concentraciones maximas de
interferentes que mostraron una inter-
ferenciamenoral 10% son:

Bilirrubina hasta 20 mg/dL
Hemoglobinahasta1g/dL

Proteinas menores de 3 g/dLy mayores de
12g/dL
Triglicéridos hasta 6000 mg/dL

Immulite: Se trata de un ensayo competitivo
defasesodlida.

El pretratamiento lo realiza el
instrumento y dura 30 min. El ensayo se
completa con un ciclo de 30 min.

Precisiony Exactitud

Elfabricante realiza estudios de pre-

cisién intra-ensayos procesando 4 muestras
por cuadruplicado en 20 tandas, obteniendo
los resultados mostrados enla Tabla IX.

Se realiza ademas un estudio de
exactitud como recuperaciéon con 3
soluciones de distinta concentracién dando
porcentajes de recuperacion entre 85-108%
expresado en % de observado/esperado.

Las concentraciones maximas de
interferentes que mostraron una interferen-
ciamenoral 10% son:
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Bilirrubina hasta 20 mg/dL
Hemoglobina hasta 5,12 g/dL
Triglicéridos hasta 3000 mg/dL

Holotranscobalamina

Como ya se menciond, la HoloTC es la fraccidn
metabdlicamente activa de la B12 y reflejaria mejor y en forma mas
temprana la deficiencia de esta vitamina. En la actualidad existe un
reactivo comercial para su determinaciéon con el sistema Archi-
tect—Abbott.

Las muestras para este ensayo no requieren preparacion
previay el tiempo de reaccion es de 30 min.

Precision y Exactitud

El fabricante realiza un estudio basado en el protocolo descrito
en la guia EP5-A2 por el NCCLS. Se analizaron 2 controles de diferente
concentracién y 5 muestras de suero humano, utilizando 2 lotes de
reactivos, calibradores y controles, 2 replicados, 2 veces al dia durante
20 dias, con 2 analizadores. Se utilizd una curva de calibracion unica
para cada lote de reactivos durante todo el estudio, Los resultados
obtenidos se muestran enla Tabla X.

S

Tabla IX. Resultados del estudio de precisién intra-ensayo para la
determinacién de homocisteina sérica.

“ i Intra-ensayo Total
Solucidn Media
DE V% DE CVi%
1 394 0,29 74 0,41 104
2 9,88 0,47 48 0,75 7.6
3 11,1 0,38 34 0,46 41
4 25,9 1,06 4,1 1,31 51

Tabla X. Resultados del estudio de precision intra-ensayo para la
determinacién de HoloTC en suero.

Intraserie Total
Lote Media
Muestra Analizador n cv oV
Rvo. (] DE DE
‘prmol/L) (%) %)
1 1 80 15,42 0,64 42 0,76 49
Control Bajo
2 2 80 15,56 0,59 38 063 41
1 1 80 49,82 1.87 38 265 53
Contral Alto
2 2 80 47,75 1,80 38 213 45
1 1 80 1856 0,36 19 097 52
Muestra 1
2 2 80 16,81 0.46 28 0,86 5,1
1 1 80 2462 0,56 23 1,02 42
Muestra 2
2 2 80 22,40 0,51 23 0,74 33
1 1 80 52,95 0,86 16 2,01 3.8
Muestra 3
2 2 80 48 36 1,33 2,7 2,07 43
1 1 80 81,34 1,83 2,2 383 47
Muestra 4
2 2 80 72,15 217 30 337 4.7
1 1 80 113,74 2,07 18 4,85 43
Muestra 5
2 2 80 100,08 4,39 44 583 58

Las concentraciones mdaximas de los interferentes que
mostraron una interferen-cia menoral 10% son:

Bilirrubina: 20 mg/dL
Hemoglobina: 200 mg/dL
Proteinas Totales: 10 g/dL
Triglcéridos: 850 mg/dL

Factor Reumatoideo: 70 UI/mL

Immulite: Esta plataforma no cuenta con reactivos para la
determinacion de este analito.

Conclusiones

Como se puede observar, en los andlisis de precision y
exactitud realizados por los fabricantes, no se ven grandes diferencias
entre las dos metodologias utilizadas. La mayor dificultad radica en
que los ensayos en plataforma Immulite requieren mas trabajo manual
y eventualmente, son de mas larga duracion. Por lo tanto, la eleccion
de la metodologia a utilizar dependera sélo de las posibilidades de
adquisicion de equipamiento y reactivos por parte de lainstitucién ala
que pertenezca cada usuario.

En lo que se refiere al kit de ICN Diagnostic (Kit de
RadioensayoSimulTRAC-S) para la determinacién simultanea de B12 y
Folato, cabe destacar que ninguno de los autores tiene experiencia en
el uso del mismo, pero por lo que se deduce del inserto, resulta una
técnica muy laboriosa, larga (tiempos de preparacion de las muestras),
con muchoy minucioso trabajo manual.

U
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Toxoplasmosis congénita: Diagnostico serolégico, RPC,
aislamiento y caracterizacion molecular de Toxoplasma gondii

'@ 20 min.

X

El diagndstico de la toxoplasmosis
congénita (TC) en el recién nacido es muy
importante para aminorar las secuelas de la
enfermedad. En el siguiente estudio evaluan
los métodos utilizados para el diagnéstico de
TC en los neonatos nacidos de madres que
cursaron una infecciéon aguda durante el
embarazo.
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Resumen

Introduccion: El diagnostico de toxoplasmosis
congénita (TC) en el recién nacido es muy
importante porque debe recibir tratamiento
siempre, sintomatico o no, para evitar o
aminorar las secuelas de la enfermedad.
Objetivo: Evaluaciéon comparativa de los
métodos disponibles en la institucion para el
diagnéstico de TC. Materiales y Métodos: Se
evaluaron métodos diagndsticos en 67 nifios
cuyas madres cursaron toxoplasmosis aguda
durante el embarazo. Se utilizd la técnica de
Sabin Feldman para IgG al nacimiento y
durante el seguimiento seroldgico hasta el
afio de vida. Para determinar IgM, IgA e IgE se
utilizé la técnica immunosorbent aggluti-
nation assay (ISAGA). El diagnodstico directo
se realizd por reaccidon de polimerasa en
cadena (RPC), aislamiento y caracterizacion
molecular del parasito. Resultados: La
sensibilidad (S) de ISAGA IgM fue 87%, ISAGA
IgA 91% vy la especificidad (E) fue 100% para
ambas; cuando se realizaron en conjunto, la S
aumento a 98%. La deteccidon de IgE
contribuyé al diagndstico cuando se la
detectd solo en la sangre del neonato y no en
sangre materna. Se aisld el parasito en cuatro
casos de TC, uno fue genotipo Il y los otros
tres, genotipos “atipicos”. La S del aislamiento
fue 80% vy la E 100%. Conclusion: Los métodos
seroldgicos utilizados mostraron una buena
eficacia diagndstica. Un caso fue detectado
sélo por el aislamiento y la caracterizacion
molecular tiene gran valor epidemioldgico.

Introduccién
La infeccion por Toxoplasma gondii

en el embarazo puede producir graves
consecuencias en el feto, como muerte

intrauterina, corio-retinitis, hidrocefalia,
calcificaciones cerebrales, microcefalia,
microftalmia, ceguera, retraso mental o
psicomotor. La gravedad de las secuelas de la
toxoplasmosis congénita (TC) estd asociada a
la edad del feto en el momento de la infeccién
materna. Los nifios nacidos de una madre
infectada en el primer trimestre tienen alta
probabilidad de estar gravemente afectados,
mientras que 80% de los nifios que se infectan
durante el tercer trimestre nacen asinto-
maticos. Todos los recién nacidos (RN) con TC
requieren tratamiento, incluyendo los que
nacen asintomaticos para evitar el riesgo de
desarrollo de secuelastardias (1).

El diagndstico seroldgico del RN se
hace con la investigacién de las inmuno-
globulinas IgG, IgM, IgA e IgE especificas en
sangre. Las IgM, IgA e IgE no atraviesan la
placenta, su deteccién indica produccion fetal
y se las utiliza como marcadores seroldgicos
de infeccion congénita. La IgG atraviesa la
placenta y en los nifios no infectados, los
titulos de las 1gG (de origen materno),
descienden hasta su desaparicion total. Por el
contrario, en los nifios infectados los titulos se
mantienen o aumentan y ofrecen un
elemento diagndstico fundamental. Al afio
del nacimiento el diagndstico es definitivo, el
nifio serd considerado libre de infeccidon
cuando las 1gG especificas no sean
detectables en su sangre. La persistencia de
las IgG confirma lainfeccién prenatal (2).

La técnica mas sensible para la
determinacién de IgM, IgA e IgE es
immunosorbent agglutination assay (ISAGA)
(3). El estudio seroldgico simultaneo de la
sangre materna y del RN ofrece la utilidad
diagndstica comparativa; si alguno de los
anticuerpos IgM, IgA o IgE estd presente en la
sangre del nifio y no en la de la madre,



confirmalainfeccion congénita.

El estudio serolégico debe ser
completado con la metodologia directa que
incluye el aislamiento del parasito y la
reaccion de polimerasa en cadena (RPC) en
la placenta, sangre de corddn y/o sangre del
RN (4).

El objetivo del presente estudio
fue evaluar los métodos utilizados en
nuestro laboratorio para el diagnodstico de
TC en los neonatos nacidos de madres que
cursaron una infeccion aguda durante el
embarazo.

Debido a que la patogenicidad de
la infeccidon podria estar asociada a dife-
rentes genotipos de Toxoplasma gondii (5)se
realizé un estudio experimental en conjunto
con el Laboratorio de Inmunoparasitologia
(LAINPA) de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de
La Plata para la caracterizacién molecular de
los aislamientos obtenidos.

Materialesy Métodos

Se incluyeron 67 nifios RN de
madres a quienes se diagnostico toxo-
plasmosis aguda durante el embarazo en el
Centro de Toxoplasmosis del Hospital
Aleman de Buenos Aires (CTHA) entre enero
de 2006 y marzo de 2016. Cuatro casos
fueron pesquisados mediante el programa
de prevencién de la TC implementado en el
Hospital Aleman donde se realizan controles
seroldgicos trimestrales a las embarazadas.
El resto de los casos corresponden a
derivaciones de otros centros cuando las
pruebas de tamizaje sugirieron una
infeccién aguda y se derivaron al CTHA para
la confirmacién diagndstica y seguimiento.

El estudio utilizé el algoritmo diag-
noéstico para el RN del Consenso Argentino
para la Prevencién de la Toxoplasmosis
Congénita de 2005 que incluye la deter-
minacion de IgG, la deteccién de IgM, IgA e
IgE y la comparaciéon con la serologia
materna. Ademas, se incluyd el aislamiento
del parasito a partir de placenta o sangre de
cordonylaRPC(4).

El estudio seroldgico utilizd parala
determinacion de IgG la reaccion de Sabin
Feldman (SF) (6), método de referencia para
toxoplasmosis y la técnica de la ISAGA para
la deteccién de IgM, IgA e IgE. Cuando
alguna de las reacciones con la técnica de
ISAGA fue positiva se repitio el estudio, con
un lapso minimo de 10 dias, para descartarla
contaminacion con sangre materna (7-9).

En 18 casos se realizd RPC en
tiempo real (RPC-TR) en sangre de corddn
umbilical mediante la amplificacién de una
secuencia repetitiva de la region del gen B1
delgenomade T. gondii (10).

Veintiuna placentas y 20 muestras
de sangre de corddn umbilical (SC) se
procesaron segun el procedimiento descrito
por MH Bessieres (11) para el aislamiento
del pardsito. Se consideraron positivos si se
detectaron anticuerpos especificos en suero
de ratén mediante la reaccion de SF y/o se
observaron quistes del protozoo en el
cerebro. Los materiales de los aislamientos
positivos se enviaron al LAINPA para su
caracterizacién molecular. Se conservaron
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por pasaje en ratones GKO para interferén gamma, cultivo celular y
criopreservacion en nitrogeno liquido.

Adicionalmente se realizd una prueba de RPC utilizando los
partidores TOX5-TOX8 que permitié detectar ADN especifico del
parasito. Los aislamientos se caracterizaron por nPCR-RFLP (RPC
anidada seguida por cortes con enzimas de restriccion) para nueve
marcadores (nSAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c29-2, c22-8, L358, PK1,
APICO), procediendo como se describiera en estudios previos (12).

El diagndstico de TC se considerd positivo si se cumplieron
una o varias de las siguientes condiciones:

* uno de los marcadores seroldgicos (IgM, IgA o IgE) presente en dos
muestras consecutivas en suero con diez dias de diferencia, o
* unaislamiento positivoy/o lalgG permanecia positiva al afio.

La infeccién prenatal se descartd en los nifios que
presentaron marcadores seroldgicos y aislamiento negativos al
nacimiento y que por protocolo fueron seguidos con la serologia hasta
la desaparicion total delas IgG.

Los RN fueron evaluados clinica-mente, con fondo de ojo y
ecografia cerebral.

Resultados

La reaccion de SF en los 67 RN incluidos en el estudio tuvo
titulosiguales o mayoresa 1/4.096.

En 43 nifios la reaccién de SF se tornd negativa durante el
seguimiento seroldgico en el primer afio de vida y se los considerd
libres de infeccion (grupo LI). Ninguno de ellos presentd IgM, I1gA o IgE
positiva ni al nacimiento ni en controles posteriores. El estudio del
grupo LI incluyé el procesamiento de 20 placentas y 16 muestras de
sangre de cordén umbilical para aislamiento del parasito, los cuales
fueron todos negativos, y la realizacion de RPC-TR que se llevo a cabo
en 16 muestras de sangre de corddn, en 14 casos fue negativa y positiva
endos.

El diagndstico de TC se hizo en 24 RN, (grupo TC). En 20 RN
del grupo TC la ISAGA IgM e IgA fueron positivas, en un RN sélo fue
positiva lalgMy en otros dos sélo la IgA. La busqueda de IgE se realizé a
14 delos 24 RN y seis resultaron positivos, en un caso la IgE fue positiva
en el nifio y negativa en la madre. Un caso de TC presentd los tres
marcadores seroldgicos negativos y fue diagnosticado sélo con el
aislamiento.

La técnicade RPC-TR serealizd sélo en dos RN del grupo TCy
uno fue positivo.

Con el propésito de aislar el parasito se procesaron una
placenta y cuatro muestras de sangre de corddn. En la placenta y en
tres muestras de sangre de corddn se aislé T. gondii. En la muestra de
sangre de corddn restante el aislamiento fue negativo, la muestra no
fue obtenida al nacimiento sino siete dias después, cuando el nifio ya
estabaen tratamiento.

La genotipificacion del protozoario a partir de la placenta
resultd tipo clonal Il (12)y los tres aislamientos de sangre de corddn
umbilical fueron “atipicos”, uno tipo Il para todos los marcadores
excepto para C29-2 (tipo 1), los otros dos aislamientos fueron tipo Il
para la mayoria de los marcadores y uno de ellos tipo | para PK1, L358 y
C22-8yelotroaislamiento tipo |l para PK1ytipo | para L358 (13).

®

Tabla 1. Sensibilidad (S), especificidad (E), VPP y VPN de las reacciones serolagicas

S (n) E (n) VPP (n) VPN (n)
ISAGA M 87% (21/24) 100% (43/43) 100% (21/21) 93% (43/46)
ISAGA A 91% (22/24) 100% (43/43) 100% (22/22) 95% (43/46)
ISAGA E 43% (6/14) 100% (22/22) 100%  (6/6) 73% (22/30)
ISAGA M+A 95% (23/24) 100% (43/43) 100% (23/23) 98% (43/44)

Tabla 2. Sensibilidad (S), Especificidad (E), VPP y VPN del aislamiento del parasito
S (n) E (n)
80% (4/5) 100% (36/26)

VPP (n)
100% (474)

VPN (n)

Aislamiento 97% (36/37)

Tabla 3. Signos clinicos de los recién nacidos con
toxoplasmosis congénita

Casos: 24 N %
Total sintomaticos 19 79
Muerte 1 4
Microcefalia 1 4
Sepsis 1 4
Corio-retinitis 1" 46
Maculopatia 2 8
Estrabismo 1 4
Calcificaciones cerebrales 2 8
Hepato-esplenomegalia 1 4
Petequias 1 4
Ictericia 1 4
Asintométicos 5 21

En la Tabla 1 se muestra la sensibilidad (S), especificidad (E),
valor predictor positivo (VPP) y valor predictor negativo (VPN)
calculados sobre los resultados obtenidos con las reacciones
serolégicasyenlaTabla 2 ladelosaislamientos.
EnlaTabla 3 se detallala manifestacion clinica de los recién nacidos.

Discusion

La TC, consecuencia de una primoinfeccién intragestacional
aguda, es prevenible con los programas de control serolégico durante
el embarazo y sus secuelas se pueden evitar o aminorar con el
tratamiento adecuado. Los RN deben ser estudiados desde el punto de
vista clinico y de laboratorio. Si se confirma la infeccion, deben ser
tratados. Los RN sin evidencia clinica ni serolégica deben ser
controlados hasta la desaparicion total de las IgG para poder descartar
lainfeccion congénita (14).

La patogenicidad de la TC depende del periodo de embarazo
de lainfeccion materna, de la gravedad de la infeccidn intrauterina, del



tratamiento materno y de la virulencia del
parasito actuante. En este estudio, ocho
madres cursaron su primoinfeccién durante
el 3° trimestre y soélo recibieron unas pocas
semanas de tratamiento; 16 de ellas no
habian sido controladas y el diagndstico se
realizd en el momento del parto. En un
estudio previo de nuestro grupo sobre la
prevencion de la TC en nueve hospitales de
Buenos Aires, los casos de TC se detectaron
en RN de madres que no habian tenido
controles durante la gestacion o en quienes
el diagndstico se efectud en el parto o pocas
semanas antes por lo cual no habian recibido
tratamiento efectivo (15). Estos resultados
avalan la importancia de los programas de
prevenciondelaTC.

El diagndstico seroldgico del RN se
realizé con la deteccion de IgM y/o IgA en
sangre en 96% de los casos. La
determinacion de ambos marcadores fue
importante ya que en dos nifios sélo se pudo
detectar IgA y en otro soélo IgM. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por
otros autores (16,17). La comparacién entre
la serologia del neonato y la de su madre
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confirmé dos casos, en uno se detectd IgE
positiva sélo en el suero del nifio y en el otro
los titulos de IgM, IgA e IgE fueron
significativamente mayores en el suero del
RN en dos muestras obtenidas con 10 dias
de diferencia (2).

Si bien la sensibilidad de la
serologia es alta, no alcanzé a 100%; un caso
fue diagnosticado sélo mediante el
aislamiento del parasito en un RN con todos
los marcadores serolégicos negativos. El
aislamiento es una importante herramienta
para el diagndstico de la TC; aproxi-
madamente 10% de los pacientes con
marcadores serolégicos negativos son
diagnosticados mediante este método (18).

La RPC-TR en sangre de corddn
fue aplicada en sélo dos muestras del grupo
de nifios con TC en nuestro estUdio, y una
resulté negativa. El procesamiento de mayor
numero de muestras permitird estimar la
sensibilidad mds adecuadamente. El
resultado negativo en una muestra con TC
podria explicarse por una carga parasitaria
baja, el tratamiento materno o una
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35-40kD

inadecuada conservacion y transporte de la
muestra. Los dos casos de RPC-TR positiva
en el grupo de los RN no infectados fueron
considerados como falsos positivos cuando
se descarto la infeccion congénita al afio con
las IgG negativas.

Los aislamientos del parasito
tuvieron una buena performance con una
sensibilidad de 80% (4/5) y una especificidad
de 100%. En un caso fue el Unico marcador
positivo de la infeccién congénita. En el
paciente con infeccidon aguda y aislamiento
negativo, la toma de muestra se realizd en
sangre del nifio a los siete dias de vida,
cuando ya estaba bajo tratamiento y sugiere
la importancia de tomar las muestras para
serologia, RPC o aislamiento lo mas cercanas
posible al parto y antes de iniciar el
tratamiento.

En el presente estudio 19 de 24
(79%) de los nifios con TC presentaron uno o
mas signos clinicos y los mas frecuentes
fueron las lesiones oculares, la corio-retinitis
11/19 (46%), maculopatias 2/19 (8%) vy el
estrabismo 1/19 (4%). Otros estudios
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también muestran una elevada frecuencia
de signos y secuelas en nifios cuyas madres
no habian sido diagnosticadas durante su
embarazo comparados con otra cohorte de
RN cuyas madres tuvieron acceso a
programas de prevencién (19).

La patogenicidad de la infeccion
podria estar asociada al genotipo del T.
gondii (5) involucrado en la infeccion. En
Europa se aislé6 con mas frecuencia el
genotipo clonal Il en los casos de
enfermedad congénita y la mayoria de los
RN fueron asintomaticos, los aislamientos
con genotipos |y Il sélo fueron obtenidos en
10 y 9% de los pacientes, respectivamente.
En Sudamérica (Brasil, Colombia, Guyana y
Argentina) es frecuente el aislamiento de los
genotipos Il y atipicos, y hay evidencia que
la frecuencia y gravedad es mayor, con
compromiso ocular en particular (20,21). El
riesgo de lesiones oculares en RNs
infectados en Europa es de 10%, mientras
que en Brasil es de 50% con una frecuencia
de reactivaciones cuatro veces mayor (22).
Se postula la co-evolucién hospedero-
pardsito, dada por una larga adaptacion del
hospedero a un determinado tipo de
parasito, para explicar la baja patogenicidad
observada en Europa. Por otra parte, la alta
diversidad genotipica de T. gondii
caracteristica de Sudameérica podria
relacionarse con una menor adaptacion de
los hospederos, especialmente aquellos con
ancestros europeos, y la observacion de
casos mas graves (23). En un estudio en
conjunto del Laboratorio de Toxoplasmosis
del Hospital Alemdan con el LAINPA se
reportdé el primer aislamiento con
genotipificacion en Argentina a partir de
placenta y fue tipo clonal Il (12). Tres de los
aislamientos a partir de sangre de corddn
fueron genotipos considerados “atipicos” y
no difieren demasiado de otros aislamientos
de Sudamérica. Un genotipo fue similar al
identificado en ToxoDB como #14 6 138y los
otros dos serian genotipos nuevos de
acuerdo a la ToxoDB siendo tipo Il para la
mayoria de los marcadores, uno de ellos tipo
| para PK1, L358 y C22-8 y el otro tipo Il para
PK1 y tipo | para L358 (13). Los aislados
caracterizados en este estudio, si bien son
pocos casos, sugieren que los genotipos
circulantes del pardsito en nuestro pais
serian similares a los encontrados en el resto
de Sudamérica y el alto porcentaje de
secuelas observado argumenta a favor de la
necesidad de controlar a nuestras mujeres

embarazadas para prevenir casos de TC.
Conclusién

Los métodos seroldgicos
utilizados mostraron una buena
performance para el diagnéstico de la TC. El
diagndstico seroldgico tiene un alto nivel de
de Sy E (98 y 100%, respectivamente). El
aporte de técnicas del examen directo, RPCy
el aislamiento del parasito, asociados al
seguimiento seroldgico hasta el afio de vida,
es fundamental para el diagndstico de la TC.
La genotipificacion estd reservada a los
laboratorios de investigacion, tiene gran
valor epidemioldgico, justificando mayores
estudios colaborativos e interdisciplinarios
para ampliar el conocimiento del impacto de
los diferentes genotipos de T. gondii en la
salud de la poblacién.
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Produccion heterdloga y caracterizacion bioquimica del procoagulante
humano Factor VIII para ensayos de cristalizacion de macromoléculas proteicas

O 27 min.
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Las enfermedades cardiovas-
culares son la causa principal de morbilidad y
mortalidad en los paises desarrollados y en
vias de desarrollo. Entre las manifestaciones
clinicas mas frecuente y dafinas podemos
destacar la isquemia cardiaca y la
enfermedad cerebrovascular, destacando la
formacion de coagulos sanguineos
(trombos) como el evento mas comun. En el
siguiente articulo les hacercamos un trabajo
sobre produccién heterdloga del Factor de
coagulacién VIl para su utilidad en este tipo
detrastornos.
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Resumen

A pesar de la relevancia médicay el
impacto econdmico en los sistemas de salud,
las enfermedades cardiovasculares, tales
como infartos cardiacos y accidentes
cerebrovasculares, siguen siendo la principal
causa de morbilidad y mortalidad en los
paises en vias de desarrollo. Esto se debe a
que las bases estructurales y funcionales de
los procesos de formacién de los coagulos
sanguineos o trombos solo se conocen de
forma incompleta. La trombina juega un
papel esencial en estos procesos y los
fundamentos atémico-moleculares de su
interaccion con otros factores que participan
en el proceso de coagulacion son poco
conocidos, en particular el reconocimiento
deimportantes sustratos como los factores V
y VIII, asi como el receptor de plaquetas
PAR1. Dada laimportancia de estos factores,
en esta investigacion se produjeron
fragmentos del factor VIII humano (FVIII) y
se caracterizaron bioquimicamente para
realizar ensayos de cristalizacion de
complejos FVIII-Trombina. Para ello, (1) se
sobreexpresaron heterélogamente los
conectores dacidos entre los dominios del
factor VIII (denominados FVIllal, FVIlla2 y
FVIlla3), (2) se purificaron y caracterizaron
estos fragmentos recombinantes, (3) se
formaron sus complejos con latrombinay (4)
se inicio la busqueda de las condiciones de
cristalizacion de estos complejos proteicos.
La producciéon del FVIII, y en particular la

determinacién de las condiciones en las que
crecen cristales del tamafio y calidad
apropiados, son un auténtico cuello de
botella en los estudios de estructura-
funcién, por ello se considera que la
optimizacién de estos procesos permitird
obtener un mayor numero de cristales de
proteina de calidad adecuada para futuros
estudios de difraccién de rayos X.

Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares
contintan siendo la causa principal de
morbilidad y mortalidad en los paises
desarrollados y su incidencia es ain mayor
en aquellos en vias de desarrollo (Nichols,
2012). El evento comun que desencadena las
dos manifestaciones clinicas mas frecuentes
y dafiinas de las dolencias del sistema
circulatorio -la isquemia cardiaca (o infarto)
y laenfermedad cerebrovascular (o ictus)- es
la formaciéon de coagulos sanguineos
(trombos) que interrumpen el suministro de
oxigeno y nutrientes al corazén y al cerebro,
respectivamente. A pesar de la importancia
médica de estas patologias, las bases
estructurales y funcionales de estos
procesos no se conocen por completo, por lo
que una comprensién profunda de los
mecanismos que conducen a la formacién
del codgulo de fibrina es fundamental para
obtener unaimagen detallada de los eventos
patofisioldgicos asociados con la generacion
de los trombos. Esta informacién es también
fundamental para interpretar las
consecuencias de las mutaciones
identificadas en pacientes con hemofilia o
con trombosis, y para avanzar hacia el
tratamiento personalizado de las
enfermedades cardiovasculares,



redundando asi, a mediano o largo plazo, en
importantes beneficios sanitarios y
econdmicos.

El proceso de coagulaciéon de la
sangre ocurre como resultado de una
compleja red de proteinas activadas de
forma concertada, progresiva y
estrictamente regulada, que incluyen varios
lazos de retroalimentacion positiva y
negativa. Estos lazos son esenciales para una
rapida -pero controlada- formaciéon del
coagulo, desencadenada por estimulos
fisioldgicos en los vasos sanguineos dafiados
(por ejemplo, al sufrir una herida en la piel).
Entre las proteinas mds importantes que
participan en este proceso se encuentra la
trombina, que pertenece a la familia de las
proteasas serinicas similares a la tripsina. Su
precursor, la protrombina, se sintetiza en el
higado y se secreta al torrente sanguineo.
Esta proteasa se considera uno de los
factores de la coagulacion mds importantes
porque juega un papel clave en la activacion
de varias moléculas esenciales para la

formacién del codgulo, principalmente el
fibrindgeno, el factor XIIl y los receptores
activados por proteasas (PARs) en la
superficie de las plaquetas. Asimismo, la
trombina inicia uno de los mds importantes
lazos de retroalimentacién positiva al
modular su propia generacion activando los
cofactores procoagulantes V (FV) y VIII
(FVII) (Davieetal., 1991).

Los cofactores procoagulantes FV y
FVIIl son grandes glicoproteinas
multidominio que comparten una
organizacion de dominios A1-A2-B-A3-C1-
C2. Polipéptidos relativamente largos y ricos
en residuos acidos llamados al, a2 y a3
conectan los dominios del FVIII A1-A2, A2-B
y B-A3, respectivamente, dando una
organizacién de dominios que se puede
representar como Al-(al)-A2-(a2)-B-(a3)-
A3-C1-C2. De forma similar, la estructura de
dominios del FV se puede describir como Al-
A2-(a2)-B-(a3)-A3-C1-C2. Ambos cofactores
son activados por la trombina mediante
protedlisis limitada de enlaces peptidicos

especificos. En el caso del FVIII humano, la
trombina hidroliza los enlaces Arg’*-Ser®”
entre las regiones aly A2, Arg’*-Ser’* entre
el conector a2 y el dominio B, y Arg'**-Ser'®®
en la frontera a3-A3, generandose el
heterotrimero A1/A2/A3-C1-C2 y liberando
el altamente glicosilado dominio B (ver

figura1).

El reconocimiento y procesamiento
de muchos sustratos fisiolégicamente
relevantes de la trombina requiere
interacciones iniciales con regiones
positivamente cargadas presentes en la
superficie de esta proteasa, y distantes del
sitio activo, conocidas como exositios | y II. El
exositio | es esencial para el reconocimiento
de sustratos (fibrindgeno, PARs, FV, FVIII), el
receptor endotelial trombomodulina vy
diversos inhibidores como la hirudina
(Corral-Rodriguez et al., 2011; Gandhi et al.,
2010; Fuentes-Prior et al., 2000). Por otra
parte, el exositio Il es el sitio de unién del
sulfato de heparan y la heparina, asi como
nuevamente de los cofactores V y VIII
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(Corral-Rodriguez et al., 2011, Segers et al.,
2007; Mylesetal., 2002).

S

Figura 1. Representacion esquemdtica del
mecanismo de activacion del factor VIII. Los
factores Vy VIl son activados por protedlisis
limitada efectuada principalmente por la
trombina, en presencia de fosfolipidos. A.
Estructura del FVIII inactivo con los
dominios globulares A1, A2, A3, B, Cly C2,
asi como los conectores interdominios al, a2
y a3. Estos conectores son regiones ricas en
residuos acidos que preceden a los sitios de
cortey activacion de latrombina. Dos flechas
en el dominio B indican los sitios de corte
reconocidos por las endoproteasas
intracelulares que dan origen al
heterodimero del FVIII. Se muestra también
la zona de interaccion con su proteina
transportadora, el factor de von Willebrand
(VWF). B. La trombina hidroliza los enlaces
Arg”-Ser’”, Arg’*-Ser’™y Arg"*”-Ser**en el
heterodimero del FVIII (R372, R740y R1689,
respectivamente, indicados con flechas).
Como consecuencia de estas reacciones se
libera el dominio B y el conector a3 de la
molécula precursora, dando origen al
heterotrimero activo, el FVlIlla, compuesto
ahora por los dominios A1, A2, y una cadena
formada por los médulos A3, C1 y C2. Este
heterotrimero se asocia por interacciones
electroestdaticas (interlineado) y es
estabilizado poriones Cu”*y Ca™. Las flechas
rojas indican los sitios de corte de la proteina
C activada (APC), que conducen a la
disociacion del dominio A2 y con ello a la
pérdida delafuncidn activadora del cofactor.
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Estudios bioquimicos previos sugie-

ren que la activacién de los cofactores V y
VIIlI por la trombina requiere de
interacciones entre los exositios | y Il y los
conectores acidos (al, a2, a3) que preceden
a los residuos de corte (figura 1A), ya que
estos contactos permiten orientar los
enlaces peptidicos a hidrolizar dentro del
sitio activo de la trombina, en una
conformacién optima para la catalisis
(Newell & Fay 2008; Segers et al., 2007,
Myles et al., 2002). Sin embargo, el
conocimiento acerca de las bases atédmico-
moleculares de estas interacciones es
todavia muy limitado y permanece casi sin
explorar. Esta informacion estructural y
funcional es esencial para obtener una
comprension profunda de los procesos que
conducenalaformacion de trombos.

Por esta razén, para estudiar las
interacciones moleculares entre el FVIII
humano y la trombina, se sobreexpresaron
de forma heterdloga en Escherichia coli los
conectores interdominios acidos del factor
VIII (FVIllal, FVIlla2 y FVIlla3). Esto per-
mitio obtener los fragmentos proteicos
recombinantes suficientes para evaluar su
calidad y pureza, y realizar ensayos
preliminares para la busqueda de las
condiciones de cristalizacion de complejos
binarios especificos de FVIII con trombina.

Materiales y métodos

Clonaje de los conectores interdominios del
FVIIlhumano

Las secuencias de los conectores del
FVIII, junto a algunas de sus caracteristicas
fisicoquimicas relevantes, se muestran en el
cuadro 1. Los fragmentos FVIII (330-372),
FVIII (712-740) y FVIII (1649-1689), en
adelante llamados FVIllal, FVIlla2y FVIiia3,
incluyen una cola de histidinas en el extremo
N-terminal que facilita su purificacién por
cromatografia de afinidad. Se trabajo
también con variantes del FVIII con
mutaciones puntuales del conector, FVlllal
(R372Q, G373P) y FVIlla3 (R1689Q).

S

Cuadro 1. Secuencias y caracteristicas
fisicoquimicas basicas de los fragmentos
derivados del factor VIII humano. Se incluye
el peso molecular (P,,) expresado en daltons

(Da), el punto isoeléctrico tedrico (pl) y la
absorbancia tedrica para una solucién de 1
g/Lde la proteina pura a 280 nm (Abs 0,1%).
Los parametros se calcularon utilizando las
herramientas ProtParam del servidor de
ExPASy (www.expasy.org/tols) (Wilkins et
al., 1999).
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Los conectores FVIllal, FVIlla2 y
FVIlla3 fueron clonados en el vector pET-3a,
respectivamente. Con cada plasmido se
transformaron, mediante choque térmico,
diferentes cepas competentes de E. coli
[BL21(DE3), BL21(DE3) pLysS y BL21(DE3)
pLysE] por triplicado. Las cepas trans-
formadas se incubaron en placas Petri con
agar LB, ampicilina (100 ug/mL) y/o
cloranfenicol (34 ug/mL) y se incubaron
durante todalanochea37°C.

Para verificar la transformacién se
realizaron extracciones de ADN de plasmido
a partir de precultivos de al menos tres
colonias transformadas, empleando el kit
comercial Genelet Plasmid Miniprep Kit
(Fermentas #K0503). Las muestras se
cuantificaron en un espectrofotémetro
(NanoDrop™ Lite) y se visualizaron en un gel
de agarosa al 1%. Las muestras por triplicado
se enviaron a secuenciar a Macrogen
(Maryland, Estados Unidos).

Sobreexpresién y purificacién de los
fragmentos recombinantes

A partir de las muestras confirmadas
por secuenciacion de ADN, se selecciond
una unica colonia y se inoculé en 50 mL de
medio LB con los antibidticos corres-
pondientes. El cultivo se incubd durante la
noche a 37 °C con agitacion constante a 225
rpm. Al dia siguiente, los 50 mL del precultivo
se inocularon en 0.5 litros de medio LB con
antibidticos, en un matraz de 2 litros, a 37 °C
con agitacion constante a 225 rpm. Una vez
alcanzado el valor OD entre 0.4-0.6 para la
absorbanciaa 600 nm, se realizé lainduccién
adicionando IPTG a una concentracién final
de 0.55 mM. Se incubd a 37 °C durante seis
horas con agitacidén constante a 225 rpm, se
centrifugaron las células cultivadas a 4500 g
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durante 20 minutosy el sedimento obtenido se congel6a-20°C.

La extraccidon de las proteinas sobreexpresadas en E. coli se
realizé mediante lisis celular por congela-cion/descongelacién,
agregando tampdn de lisis (40 mM Tris pH 8.0, 100 mM NaCl, 20 mM
MgCl, 1 mM PMSF, ImM beta-mercaptoetanol, 0.5 ug/mL ADNasa).
Se incubd durante 30 minutos en rotor y luego se realizaron dos ciclos
de congela-cién/descongelacién. Seguidamente, se centrifugd a
12000 g durante 30 minutos a 4 °C para separar la fraccion soluble de la
insoluble. A partir de la fraccidn soluble se efectud la purificacion de la
proteina de interés mediante incubacién con la resina de afinidad Ni-
NTA acoplada a agarosa (Qiagen). La suspensidn con resina se trasvaso
a una columna, se recuperd la fraccion no unida a la resina, se
realizaron dos lavados con 30 mM imidazol, 50 mM NaH,PO,, 300 mM
NaCl, pH 8.0. Finalmente, se realizé la elucidon del material unido de
forma especifica a la resina empleando 500 mM imidazol, 50 mM
NaH,PO,, 300 mM NaCl, pH 8.0. Las muestras purificadas se evaluaron
mediante SDS-PAGE al 12%.

La autenticidad y pureza de los fragmentos recombinantes
purificados se comprobd mediante espectrometria de masas (MALDI
TOF/TOF). Se evalué la masa de cada uno de los fragmentos recom-
binantes sin digerir y digeridos con las endoproteinasas Asp-N o
tripsina (Roche- Diagnostics), segin correspondia. Los resultados de
espectrometria de masas se analizaron con el programa ProteinPilot.

Cristalizacion de los fragmentos recombinantes purificados con
trombina humana

Para la busqueda de las condiciones de cristalizacién, los
fragmentos del FVIII purificados se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente con trombina-B humana (Haematologic
Technologies, Inc.), previamente dializada contra el tampdn
HEPES/NaCl pH 6.0. Los complejos respectivos se prepararon con un
exceso molar del fragmento recombinante del sustrato (2:1) en el
mismo tampdn y se concentraron a 2.5 mg/mL utilizando dispositivos
Amicon Ultra-15 con poro nominal de 3kDa (Millipore). Se empled la
técnica de difusion de vapor utilizando la modalidad de gota colgante
(hanging drop) en placas para cristalizacion (ComboPlates™, Greiner).
Se evaluaron los kits de cristalizacidn: Structure Screen, Morpheus y
ProPlex (Molecular Dimensions), para un total de 292 condiciones de
cristalizacion evaluadas. Se mezclé 1 pL de disolucién concentrada de
proteina con 1 plL de solucién de cristalizacién y se incubd a 20 °C. Las
gotas fueron periddicamente inspeccionadas utilizando un
estereoscopio MEIJI EMZ-TR (Meiji Techno Corporation).

Resultados
Clonajey sobreexpresion de los fragmentos recombinantes del FVIII

El analisis del clonaje y de la secuencia de los plasmidos de
expresion conteniendo los conectores FVIllal, FVIlla2 y FVIlIa3, y sus
variantes, se confirmdé mediante secuenciacién de ADN luego de
comparar la secuencia tedrica de cada uno de los plasmidos
codificantes in silico con el electroferograma de secuenciacién
respectivo. Como ejemplo, en las figuras 2 y 3 se muestra la

secuenciacionde ADNylatraduccidéninsilicodel FVIlla3.

Posteriormente, los primeros experimentos de sobreexpresion
de los fragmentos se llevaron a cabo en medio de cultivo LB con la cepa
BL21(DE3)deE. colia37°C,yse evaluaronlos resultados después de la
inducciénalas2,4,6,8y12h.Se comprobd que a tiempos superiores a
las seis horas de induccidn no habia un incremento proporcional en los
niveles de sobreexpresion, y ademds se comenzaban a detectar
productos de degradacién del conector. También se hicieron
experimentos de expresion en las cepas de E. coli BL21, pLysSy pLysE,
para determinar si con ellas aumentaba la cantidad del fragmento
recombinante obtenido. Sin embargo, la sobreexpresion de los
conectores al, a3 y sus respectivas variantes tuvieron rendimientos
similares en las tres cepas, y en todas ellas el fragmento se expresaba
soluble (datos no mostrados). Consecuentemente, en los
experimentos de sobreexpresion que se realizaron de forma rutinaria
para estos conectores se trabajé con lacepaE. coli BL21(DE3) pLysS.

Q.

Figura 2. Electroferograma de la secuenciacién del FVIlla3. Se muestra
Unicamente el rango de nucledtidos donde se encuentra la secuencia
del gen que codifica para el conector del factor FVIIla3. La
secuenciacion fue realizada por la empresa Macrogen y se visualizd
utilizando el software BioEdit (versién 7.1.9).
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Figura 3. Traduccion in silico de la secuencia nucleotidica a los residuos
aminoacidicos correspondientes del FVIlla3. Se presenta en letra
minuscula la secuencia de nucledtidos (tripletas) que codifican para el
conector interdominio FVIIla3 y en letra mayuscula los aminodcidos
respectivos para cada coddn. La traduccidn se realizd utilizando la
herramienta ExPASy (http:/web.expasy.org/ translate/)
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Extraccion, purificacion eidentidad de los fragmentos del FVIII

Una vez extraidas las proteinas por medio de la técnica de
congelacion/ descongelacidn, se procedio a trabajar con la fraccion
soluble obtenida. Los fragmentos se purificaron por cromatografia de
afinidad por metal con Ni-NTA, eluyendo de la resina de afinidad con
500 mM de imidazol, obteniéndose un considerable grado de pureza
(figura4).

El rendimiento promedio de recuperacion del fragmento



recombinante FVIllal fue de 0,5 mg de proteina a partir de 1 litro de
cultivo bacteriano, mientras el del FVIIla3 fue de 0,4 mg. Los
productos obtenidos fueron analizados por espectrometria de masas
en modo negativo, identificando la presencia del fragmento FVIllaly
el fragmento FVIlla3 segun correspondia y confirmando su pureza, al
observar un pico de masa de 6404.55 Da y de 6284.44 Da,
respectivamente (datos no mostrados).

marcador de peso molecular (Novex Sharp). En el carril 2 se muestra
una alicuota de las células totales; en el carril 3 se visualiza la fraccion
de proteinas no unidas a la resina de afinidad Ni-NTA; en los carriles 4y
5 se presentan alicuotas de lavados sucesivos con 30 mM de imidazol;
mientras que en los carriles 6 a 10 se muestran las fracciones de
eluciones sucesivas de la resina con 500 mM de imidazol, donde se
evidencia el fragmento de interés purificado (indicado con una flecha).
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fragmentos generados mediante digestion con la endoproteinasa Asp-
N o tripsina, respectivamente. Las masas obtenidas se compararon
con las masas tedricas segun PeptideMass de ExPASy (Wilkins et al.,
1999) y con mMass 3.9.0 (Strohalm et al., 2008). Se comprobé la
presencia de picos con relaciones m/z correspondientes a las masas
tedricas de los fragmentos monocargados generados (figuras 5y 6).

.

Figura 4. Andlisis por SDS-PAGE de la expresién heterdloga y la
purificacién del conector FVIllal (A) y FVIlIa3 (B). Se evaluaron los
niveles de proteina expresados durante las seis horas de induccion tras
afiadir 0.55 mM IPTG al cultivo bacteriano. El carril 1 corresponde al

Expresiony purificacion del fragmento FVIlla2

En ensayos preliminares se expresoé el fragmento FVIlla2 en las
diferentes cepas de E. coli indicadas anteriormente y a temperaturas
de 28, 30, 34 y 37 °C durante seis horas de induccién. Los mejores
resultados se obtuvieron con la cepa BL21(DE3) al inducir a 30 °C
durante seis horas. Sin embargo, la mayor parte del fragmento se
encontrdé en la fraccidn insoluble, por ello, el sedimento obtenido tras
la centrifugacién se incubd en tampdn Tris/NaCl que contenia
concentraciones crecientes de Urea (2, 4, 6 y 8 M). Al analizar las
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fracciones correspondientes por SDS-PAGE, se observd que el
fragmento de interés se extraia mayoritariamente en 4y 6 M de Urea.
La purificacion del fragmento FVIlla2 se realizd unificando los
extractos obtenidos de las disoluciones de 4 y 6 M de Urea y
empleando la resina Ni-NTA agarosa. Las fracciones correspondientes
se evaluaron mediante SDS-PAGE al 12% (datos no mostrados). El
rendimiento promedio de recuperacién del conector FVIIla2 fue de
~0.2 mg de proteina a partir de 1 litro de cultivo bacteriano, y las
muestras se debieron mantener en tampén Tris/NaCl con 2 M de Urea.
No se continud trabajando con este fragmento debido a que las altas
concentraciones de Urea interfieren en los ensayos de cristalizacién.
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Figura 5. Verificacion de la identidad del fragmento recombinante
FVIllal. El conector FVIllal purificado fue digerido con la
endoproteinasa Asp-N y los péptidos resultantes se analizaron por
espectrometria de masas en modo reflector con polaridad negativa.
En el espectro mostrado se identifican los picos correspondientes a las
masas que se indican en la tabla correspondiente, donde aparecen las
masas tedricas calculadas con PeptideMass (www.expasy.org/tools/)
peptide-mass.html) (Wilkins et al., 1999) y con mMass 3.9.0 (Strohalm
et al., 2008). Se verificd la secuencia completa del fragmento FVlIllal a
partir de la posicion 1 (Ala) hasta la 55 (Cys) del fragmento
recombinante.
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Posicién | Masa teérica (Da) Masa experimental (Da) Secuencia del fragmento recombinants
123 27959452 295330 ASHHHHHHPEEPGLRMKNNEEAE
2239 2088 8703 2088 054 AFDYDDNI TNSFMDVVRE
2065 1711.7880 1710.854 DDDNSPSFIQIRGSGC
2235 1587 5639 1587 875 AEDYDDDLTDSEMD
32-08 7608923 769.441 SCMDWIR

Cristalizacion de los complejos proteicos

En la busqueda de las condiciones de cristalizacion de los
fragmentos purificados FVIIlal, FVIIla3 y sus variantes -acomplejados
con trombina humana-, se evaluaron 296 tampones de cristalizacion
distintos con el objetivo de encontrar condiciones que favorezcan la
formacion de cristales proteicos de calidad. A partir del complejo
FVIllal (R372Q, G373P)-Trombina se observé crecimiento de cristales
en la condicion 1-33 de Structure Screen a los ocho dias (figura 7). Uno
de los cristales obtenidos mide aproximadamente 44 um de largo por 6
um de ancho (figura 7A), y al repetir la condicién para aumentar el
numero de cristales se obtuvieron varios con dimensiones de 20 um x
14 um y con un mayor grosor (figura 7B), lo que podria permitir
recolectar un mejor conjunto de datos de difraccidn.

®

Figura 6. Verificacion de la identidad del fragmento FVIlla3. La
proteina recombinante purificada fue digerida con tripsina, y los
péptidos resultantes se analizaron por espectrometria de masas en
modo reflector con polaridad positiva. En el espectro mostrado se
identifican los picos correspondientes a las masas que se indican en la
tabla correspondiente, donde aparecen las masas tedricas calculadas
con PeptideMassy con mMass.
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9-30 2484 5634 2484 1589 GEITRTTLQSDQEEIDYDDTIS
3550 2001.0055 2001.7100 KEDFDIYDEDENQSPR
7-20 1577.6804 1578.3761 HHGEITRTTLQSDQ
1-13 1556.6298 1556 38359 ASHHHHHHGEITR

Figura 7. Cristales obtenidos de la variante del FVIllal (R372Q, G373P)
en complejo con trombina. A. Cristal de proteina obtenido en la
condicidon 1-33 de Structure Screen (Molecular Dimensions)
conteniendo 0.2 M de MgCl,:6 H,0, 0.1 M de Tris pH 8.5y 30% p/v de
PEG 4000. B. La repeticién de la misma condicion permitié obtener
cristales mas pequeios, pero mas gruesos. Imagenes capturadas con
la cdmara HDCE-Il, empleando el programa Scopelmage 9.0, en un
estereoscopio MEIJI EMZ-TR (Meiji Techno Corporation).

Discusion

Sobreexpresidn heterdloga de los conectores acidos FVIllal, FVIlla2y
FVIllia3

Al iniciar la presente investigacion se partio de la hipotesis de
que los interconectores de los dominios A1-A2, A2-B y B-A3 del factor
VIII de la coagulacidén son importantes tanto para la activacion del
cofactor como para la actividad del FVIII dentro del complejo X-asa
(Corral-Rodriguez et al., 2011, Newell & Fay 2007; Yuan et al., 2005), lo
que se evidencia por el alto grado de conservacion entre diferentes
especies de mamiferos (figura 8) tanto para el conector FVlllal que
incluye los residuos Pro*-Arg”” (figura 8A), como el FVIIla2 con los
residuos Asp’*- Arg’® (figura 8B) y el FVIlla3 que contiene la regién
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Glu™*-Arg'**(figura 8C). Estos conectores preceden a los sitios de corte



reconocidos por la trombina que son relevantes fisiolégicamente,
Arg”’-Ser’”, Arg’’-Ser’"'y Arg'**-Ser*™, respectivamente.

La activacion del FVIII mediada por la trombina es
fundamental para los procesos procoagulantes, de ahi la importancia
de estudiar las interacciones trombina-FVIII. Resultados publicados
sobre la interaccién de los residuos Glu®*-Glu®*del conector a2 del FV
con el exositio | de la trombina (Corral- Rodriguez et al., 2011)
evidencian la importancia de regiones ricas en residuos acidos y
aromaticos en estas interacciones. Por otra parte, otros investigadores

han reportado que los residuos 4cidos Glu™-Asp’*del conector FVIlla2

conservativamente estdn sombreados en gris claro. Las regiones ricas
en aminoacidos de caracter acido o aromatico se muestran dentro de
unrecuadroy el sitio de corte por latrombina se indica con un tridngulo
invertido. En el panel B se presenta la secuencia del extremo C-
terminal de la hirudina (Hir-C) debajo de las secuencias del conector
FVIlla2 topoldgicamente equivalentes. En C, ndtese que el conector
FVIlla3 presenta dos regiones diferenciadas ricas en aminodcidos de
cardcter acido. Los alineamientos se generaron con T-Coffee
(Notredame et al., 2000; Poirot et al., 2003).
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FAS_HUMANO PEEPQLRMKNNEE-AEDYDDI ]'I‘DSEHDWRJ: SPSFIQI]
FA8_CANINO PEEPQLRMKNNED--KDYDDGLYDSDMDVVSE
FA8_BOVINO PFEPRLWMKN E--EDYD! IJDﬁMWRmG APPFIQMI
FA8_RATON ESQWOKKNNNEEMEDY DDDLY -SEMDMFTLOYD-SSPFIQI]
FA8_CERDO EEPQLRRKADEE - -EDYDDNLYDSDMOVVRLOGDDVS PE1QT

(Newell & Fay, 2008) son importantes para la activacién del FVIII
mediada por la trombina. Esta informacién previa, junto con la
caracteristica de que cada uno de los conectores del FVIII contiene
regiones ricas en residuos acidos que les confieren cargas netas
negativas, sugiere que estos conectores interaccionan con los exositios B 219 BT Em— Taoy
bésicos | y Il de la trombina para presentar los sitios de corte y FA8 HUMANO @DK“TGWEDSWTS”;LSKWEP

. . FAS_CANINO SCNRNIDDYYEDTYEDIPTPLLNENNVIKP!
activacion del cofactor en el centro activo de la proteasa. FA8_BOVINO pcoanvcnn‘-m EDIPT- snnnvmp

FAS_RATON SCDKSTSDYYEEIYEDIPTQLVNENNVIDP
® FAB_CERDO SCDRDIGDYYDNTYEDIPGFLLSGKNVIEP
= Hir (54-65) GDFEEIPEEYLQ

b

Figura 8. Alineamientos multiples de los conectores del FVIII de
diferentes especies de mamiferos. Se presentan las secuencias de las c
regiones FVIllal (A), FVIIIa2 (B) y FVIlla3 (C). La numeracion
corresponde al FVIII humano maduro. Los residuos estrictamente
conservados en cada uno de los conectores se muestran con fondo gris
oscuro; otros residuos bien conservados o reemplazados
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FA8_RATON ELS--AFQSEQEATDYDD;
FAS_CERDO DISLPTFQBEEDKMDYDD.
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Estas observaciones nos llevaron a
estudiar la formacién de complejos de los
conectores acidos del FVIII con la trombina.
Para cumplir este objetivo, se clonaron,
sobreexpresaron y purificaron los tres
conectores del FVIII, asi como sus variantes
puntuales. Aunque los constructos iniciales
utilizados en estos estudios se optimizaron
de forma similar, se observaron diferencias
significativas en la solubilidad de los
fragmentos recombinantes. Por ejemplo, los
conectores al y a3 y sus respectivas
variantes se lograron extraer con buen
rendimiento en la fraccién soluble a partir de
la sobreexpresion en células de E. coli,
probablemente debido a que son cadenas
polipeptidicas relativamente cortas,
carentes de elementos de estructura
secundaria y con un notable caracter polar
(45-46% de los residuos). Mientras que el
FVIlla2 se extrajo en tampones conteniendo
4-6 M de Urea, probablemente este
fragmento recombinante tiende a agregar
debido a su menor porcentaje de residuos
polares (38% vs 45-46%).

Al evaluar las proteinas
recombinantes mediante SDS-PAGE, se
observd que para todos los casos tanto del
FVIllal como del FVIIIa3 y sus respectivas
variantes, cuyo peso molecular tedrico esta
entre aproximadamente 6.4 y 6.3 kDa,
migraron a la misma distancia aproximada
que labandade 20 kDa del marcador de peso
molecular utilizado. Estudios han
demostrado que los multiples residuos
acidos presentes en una proteina son
capaces de neutralizar parte de las cargas
negativas (aun en geles desnaturalizantes),
disminuyendo de manera considerable la
migracion en el gel de poliacrilamida (Shi et
al., 2012, Rath et al., 2009). Debido a lo
anterior, la identidad de estas proteinas se
confirmé mediante espectrometria de
masas analizando los fragmentos completos,
asi como cada uno de los picos generados
por la digestidn limitada. A partir de estos
ultimos se logré obtener la secuencia
experimental de cada fragmento y se
identificd una alta homologia con el Factor
VIIl de la coagulaciéon de Homo sapiens
(Uniprot: P0O0451) con un porcentaje de
confianza del 99%. Estos resultados de
expresion, purificacion e identificacion
confirman que es posible expresar de forma
heterdloga estos fragmentos del FVIII, en

cantidades y con un nivel de pureza
adecuados para estudios bioquimicos y de
cristalizacion.

Busqueda de condiciones de cristalizacion
de los conectores del FVIllal, FVIIla3 y sus
variantes respectivas, unidos a latrombina

La sobreexpresidon en E. coli de los
fragmentos FVIllal (337-372), FVIIla3
(1649-1689), asi como de los mutantes
FVIllal (R372Q, G373P)y FVIIla3 (R1689Q),
permitié obtener suficiente cantidad de
proteinas con una alta calidad y grado de
pureza, lo cual es casi siempre el cuello de
botella para poder realizar estudios de
cristalizacion y cristalografia debido ala gran
cantidad de proteinas que se requieren
(Rupp, 2009).

Nuestros resultados previos con los
experimentos de band shift de los
conectores FVIllaly FVIIla3 que evidencian
la interaccion con la trombina (datos no
mostrados), nos motivaron a buscar
condiciones de cristalizacion de complejos
de estos fragmentos del FVIII con la
proteinasa, con el objetivo de obtener
cristales de calidad, para posteriormente
resolver las estructuras 3D de dichos
complejos. Sin embargo, segln nuestra
experiencia con trabajos previos en la
resolucién de estructuras 3D (Hernandez-
Carvajal, 2013), se decidid modular el sitio
de corte y activacién de los conectores para
favorecer la forma acomplejada con la
trombina. Para ello se realizaron mutaciones
dirigidas en las posiciones P,y P, sobre los
residuos de arginina y serina, los cuales
fueron reemplazados por glutamina y
prolina, respectivamente. Dado que la
glutamina tiene una cadena lateral no
cargada y la prolina dificulta a las proteasas
serinicas procesar los enlaces Xxx-Pro, se
espera que estos cambios favorezcan la
formacion de complejos mas estables entre
latrombinay sus sustratos.

Los cristales conseguidos estan
siendo almacenados para para realizar
experimentos de difraccion de rayos X en los
sincrotrones ALBA (Barcelona, Espafia) o
ESRF (Grenoble, Francia), para evaluar el
resultado de esta estrategia y tratar de
resolver la estructura tridimensional del
complejo.

Conclusiones

Se sobreexpresaron heterdlo-
gamente en E. coli y se purificaron los
fragmentos del FVIII humano corres-
pondientes a los conectores FVIllal, FVIlla2
y FVIlla3, asi como las variantes FVIllal
(R372Q, G373P) y FVIlla3 (R1689Q),
evidenciando la capacidad de producir
suficiente proteina para ensayos
bioguimicosy de cristalizacion.

Se realizé la busqueda de
condiciones de cristalizacion, obteniéndose
cristales del complejo Trombina-FVlilal
(R372Q, G373P) en la condicion Structure
Screen 1-33 que contiene 0.2 M de MgCl,-6
H,0, 0.1 M de Tris pH 8.5y 30% p/v de PEG
4000.
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La edicion de genes a estudio:
Los problemas bioéticos que puede tener esta nueva tecnologia

'@ 7 min.
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En la presente editorial realizada
por el Dr. Gamba - Bernal trata los nuevos
paradigmas de la edicion de genes y lso
problemas bioéticos que pueden traer
nuevas tecnologias.
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El aflo 2016 se inicid con un
anuncio que vuelve a revolucionar la
investigacidn biotecnoldgica sobre la terapia
génica, al revivir las esperanzas sobre el
tratamiento de infecciones como la malariay
el VIH sida, de enfermedades como la
distrofia mus-cular, la fibrosis quistica, o
aquellas otras donde estd implicado el
sistema endocrino, como la diabetes.

Pero no solo esto, con la tecno-
logia CRISPR-Cas9 puede ser posible
también cambiar casi cualquier organismo
vivo, vegetal o animal, a través de un proceso
que imita lo que naturalmente hace una
bacteria al combatir un virus: mediante un
ARN guia se identifican y reemplazan
sectores especificos del ADN, para lograr los
cambios deseados.

Con la CRISPR se busca la
secuencia diana del gen que se va a
intervenir, y se une a ella; la enzima Cas9
corta ambas cadenas del ADN de la

secuencia que se quiere cambiar. En las
reparaciones celulares este corte de la doble
cadena hace que se agreguen varios pares de
bases de ADN en el sitio, cosa que es
suficiente para hacer mutar el gen entero. La
misma técnica de segmentaciony de corte se
puede utilizar para insertar un nuevo gen,
que codifica para un rasgo deseable,
pudiéndose agregar cientos o miles de pares
de basesde ADN (1).

Aunque se trata de una tecnologia
que lleva cerca de tres afios en investigacion
(2), principalmente en organismos vege-
tales, solo hasta el afio 2015 fue utilizada en
humanos (3) y esto ha despertado las
alarmas, principalmente de tipo ético, ya que
el experimento no salié bien y fue
suspendido en una fase temprana; incluso
revistas como Nature y Science decidieron
no publicar lo que finalmente vio la luz a
través de larevista Protein & Cell (4).

La utilizaciéon de la CRISPR-Cas9
tiene diferente connotacién ética cuando se
analiza esa tecnologia aplicada a organismos
vegetales y animales distintos del hombre.
En los seres humanos, aunque se tengan
grandes posibilidades de éxito en términos
de curacion de enfermedades o de
mejoramientos de la condiciéon humana,
siempre sera descalificada la técnica si en su
desarrollo mueren seres humanos, asi estén
solo en estado embrionario.

A finales del 2015, en la Academia
Nacional de Ciencias, Ingenieria y Medicina
de Estados Unidos tuvo lugar una cumbre
internacional para debatir sobre las
implicaciones de esta nueva tecnologia,
principalmente en los campos ético y social
(5). En la cumbre participaron, ademas, la

Royal Society y la Academia de Ciencias de
China, e instaron a todas las academias
nacionales para que se cree un foro
internacional permanente que estudie el
estado actual de la investigacion sobre la
materiay las posibles aplicaciones clinicas de
la tecnologia en los seres humanos; las
decisiones politicas en cada nacién; las
correspondientes regulaciones; y las
directrices necesarias para que la CRISPR-
Cas9 supere las actuales limitaciones de
seguridad y no se pongan en peligro los
sujetos humanos actualesy futuros.

Ese foro debe ser lo mas amplio y
plural posible, compuesto por cientificos de
las areas biomédicas y sociales, expertos en
ética y bioética; legisladores y proveedores
de la atencidn en salud; pacientes, familiares
y personas con discapacidad; gestores y
financiadores de la investigacion; represen-
tantes de las iglesias, defensores de los
ciudadanos y del interés publico; represen-
tantes de la industria y el publico en general.
Es decir, se debe buscar una participacion
abierta pues las repercusiones de esta
biotecnologia afectan atodo el mundoyalas
generaciones futuras.

Las conclusiones de los expertos
de la cumbre tienen, desde la perspectiva
bioética, algunas inconsistencias que deben
ser trabajadas mas a fondo por ellos en
reuniones subsiguientes: de una parte,
hacen depender la investigacion bdsica y
preclinica de la tecnologia de que se
presenten unas normas legales, donde al
parecer lo mas importante es la supervision;
y unas pautas éticas, en las que importa mas
no establecer un embarazo con los
embriones sobre los que se experimenta
para el cambio de genes, que la vida misma



de esos embriones. Es decir, no se tiene
ninguna consideracion ética sobre la
manipulacion que implica la edicidén de
secuencias genéticas en embriones
humanos.

Sin embargo, se insiste en que la
edicion de genes se debe dirigir a la
alteracion de las secuencias genéticas solo
en las células somaticas, vale decir, en
aquellas cuyos genomas no se transmiten a
la siguiente generacién; de esta manera, la
afectacién (para bien o para mal) solo se
limita al individuo que recibe el cambio. Pero
también dejan abierta la posibilidad de
hacer cambios futuros en la linea germinal,
para alterar genéticamente gametos o
embriones, de tal manera que los individuos
resultantes pueden transmitir a las
generaciones futuras los cambios que se
hagan en sus genomas. Esta licencia no es
distinta de la autorizacién para realizar
eugenesia con los seres humanos, pero el
documento nolodice.

Los expertos de la cumbre no
desconocieron los problemas que se pueden
ocasionar con la modificacién de los
genomas humanos, en términos de
introducir variantes naturales o cambios
genéticos totalmente novedosos, con el
riesgo de ediciones incorrectas y produccion
de mutaciones no deseadas, de mosai-
cismos en las células de los embriones
jovenes. Tampoco dejaron de lado los
posibles efectos que esos cambios genéticos
puedan tener mas adelante por las
interacciones con otras variantes genéticas,

con el medio ambiente, con los medica-
mentos, etc.; ni la dificultad de eliminar mas
adelante esas alteraciones genéticas y la
imposibilidad de mantenerlas circunscritas a
unadeterminada regioén o pais.

Tampoco descartan el riesgo de
discriminacidn que se puede generar con los
cambios genéticos, ni que la alteracién
intencional de la evolucion humana pueda
tener una connotacién negativa; no obstan-
te, sostienen que es amplio el consenso
sobre permitir este tipo de tecnologia.

En esa cumbre se conformd un
comité multidisciplinario de expertos que ya
inicié su trabajo con la recopilacién de
informacién en la misma reunién; en los
encuentros que se seguiran, los expertos
deberdn estar al tanto de los desarrollos
investigativos que se estan haciendo y
plantear respuestas a las inquietudes y los
problemas tanto cientificos como éticos y
sociales que la nueva técnica esta
generando. A finales del 2016 se espera un
informe sobre el trabajo realizado por el
comité de expertos.

Algunos temas que deberian ser
aclarados, y que seguramente el comité los
abordara en las sesiones de trabajo, son los
siguientes:

Los investigadores en las univer-
sidades y las empresas han desatado una
carrera de vértigo y estdn investigando
frenéticamente para poder patentar, cuanto
antes, las ediciones de genes con fines
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netamente comerciales (6). Incluso, se estan
dando fusiones entre empresas que se
ocupan de temas afines (DuPont y Caribou
Biosciences) y también entre empresas y
universidades, para trabajar colabora-
tivamente. Es cierto que en el campo de los
organismos vegetales la nueva tecnologia
podria ayudar a la solucién de muchos
problemas cuyo origen esta en la escasez o
en la falta de alimentos, pero todavia es
prematuro evaluar la seguridad de los
alimentos transgénicos o modificados
genéticamente (7).

La CRISPR-Cas9 puede ademas
incrementar el control que los humanos
podemos ejercer sobre la vida en el planeta,
que muchas veces no se ha caracterizado por
el cuidadoy la conservacion, sino por todo lo
contrario; no son despreciables los efectos
sobre el equilibrio bioldgico, tanto de
plantas y animales modificadas
genéticamente, que pueden llevar a la
extincion de especies silvestres o salvajes e
incluso domésticas (8).

El tema de las patentes no carece
de especial importancia: es necesario
determinar la titularidad de ellas, si son los
investigadores, los médicos o los pacientes
los que deberian beneficiarse de este
régimen de patentes tan heterogéneo. El
sistema actual de patentes en el mundo
tiene sus problemas y es necesario
adelantarse y determinar la forma como
deben ser estudiadas y concedidas, durante
cuanto tiempo y en beneficio de quién o
quiénes (9).
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Otro tema estrechamente relacio-
nado con el anterior es el conflicto de los
derechos del paciente y los derechos de
propiedad intelectual. En junio de 2013, una
decision del Tribunal Supremo de Estados
Unidos alterd la patentabilidad del material
genéticoy esimportante volver a estudiar las
implicaciones éticas de patentar genes. Esto
a pesar de que la ONU, a través de Unesco,
declaré que "el genoma humano es la base
de la unidad fundamental de todos los
miembros de la familia humana y del
reconocimiento de su dignidad intrinseca y
su diversidad. En sentido simbdlico, el
genoma humano es el patrimonio de la
humanidad" (10), dichas patentes sugieren
una propiedad del material genético que
esta en contra de la dignidad de la que es
titular cualquier ser humano, desde su
estado mas primitivo de desarrollo y puede
ademds dificultar el acceso a la asistencia
sanitaria e inhibir el supuesto progreso
médico (11).

El papel que juega la epigenética
esta cada vez mas estudiado y se debe tener
en cuenta la interaccién de la edicidon de
genes y medio ambiente. La epigenética
tiene gran importancia en la programacion
del desarrollo embrionario normal, donde la
influencia de factores bioldgicos y ambien-
tales puede alterar ese desarrollo a corto o
mediano plazo (12).

Aunque algunos vean como un
imperativo la investigaciéon con embriones
humanos, no obstante esto pueda conducira
la muerte de los embriones (13), es muy
importante mantener la prohibicién de no
intervenir en la linea germinal humana (14),
y extremar las medidas de prudencia para
que la investigacion que se realice en la linea
somatica no se haga a costa de la vida de los
embriones.

Los cambios que se pudieran
producir con la edicién de genes en términos
de un incremento de la capacidad cognitiva,
de la longevidad, de la memoria o de la
concentracion, y en general de cualquier
rasgo deseable, ponen a la CRISPR-Cas9 en
elterreno de una herramienta abiertamente
eugenésica. Asi sera posible "producir” nifios
al capricho de sus padres, o de cualquier tipo
de personas que, sin estar relacionadas por
un vinculo matrimonial, puedan pagar las
técnicasy "darse" el gusto de tener un hijo a
lamedida de sus deseos (15).

En este campo se empieza a abrir
una verdadera tronera desde la perspectiva
ética: la edicion de genes en la especie
humana puede ser "la certificacion final" del
extropianismo o transhumanismo: Haber-
mas tenia razén al anticipar esa carac-
teristica de la técnica, cuando se convierte
en instrumento de una ideologia (16) que va
mucho mas alld de una vision simplemente
tecnofuturista (17) y que implica un cambio
esencial en el ser humano. Ya no se trata solo
de un tema terapéutico mediante el cual se
brinda un tratamiento a cierto tipo de
enfermedades, sino que seria posible un
mejoramiento de la especie que va mucho
mas alld del debate sobre la auto-
comprension ética de la misma, donde se
hacen diferencias entre la dignidad humana
y la dignidad de lavida humana, llegandose a
relativizar o a banalizar esa realidad
ontoldgicamente constitutiva de la persona
(18).

Se dice muy facil que es factible
mejorar la naturaleza humana, pero la
implicacion es distinta cuando el plantea-
miento va mas alla: no solo mejorarla, sino
también cambiarla. Esa es una de las precon-
cepciones del movimiento transhumanista,
que tiene sus raices en los inicios del siglo XX,
de una simbiosis entre el cientificismo y la
teoria evolucionista.

La literatura de ficcién (Wells,
Huxley, Benitez, Assimov) ayudd en gran
medida a que se hicieran planteamientos en
los cuales la libertad individual poco
importaba, pues deberia ponerse al servicio
del bienestar de todos, y a que se pudieran
incrementar las capacidades humanas
mediante la tecnologia. Asi mismo, sefalaba
que la investigacidn cientifica y tecnoldgica
no deberia tener limitacion alguna, y que la
inteligencia artificial, laingenieria molecular,
lananotecnologia, etc., se debian desarrollar
sinrestricciones.

Julian Huxley (1887-1975),
hermano de Aldous Huxley, fue quien
empezd a hablar de transhumanismo y lo
introdujo de la siguiente manera:

La especie humana puede, si lo
desea, trascenderse a si misma no solo
esporadicamente -un individuo aqui de
cierta manera, un individuo ahi de otra- sino
en su totalidad, como humanidad. Necesi-
tamos un nombre para esta nueva creencia.

Tal vez el transhumanismo servira: el
hombre permaneciendo hombre, pero
transcendiéndose mediante la realizacion de
nuevas posibilidades de y para su naturaleza
humana (19).

Otro término se introdujo mas
adelante, en la década de los ochenta del
siglo pasado, gracias a los aportes de Max
More: el extropianismo. Se trata de un
intento de dotar al transhumanismo de un
minimo piso filoséfico, donde hacen su
aparicién algunos valores y principios
aparentemente loables como: progreso
perpetuo, autotransformacion, optimismo
practico, tecnologia inteligente, sociedad
abierta (informacién y democracia),
autodirecciény pensamiento racional (20).

Sin embargo, las aplicaciones de
esos principios van mucho mas alld. El
movimiento extropiano propone: retardar o
revertir el proceso de envejecimiento;
reproduccion artificial sin restricciones;
técnicas para asistir a la memoria, la
concentracion y la energia mental; terapias
de alargamiento de la vida; tecnologias de
eleccién reproductiva; procedimientos
criogénicos; bienestar emocional a través
del control de los centros del placer;
existencia pos-biolégica y muchas otras
tecnologias posibles para la modificaciény el
perfeccionamiento humano (21).

Estos efectos ya se estan viendo en
la vida diaria: "el materialismo neuro-
biologista, la busqueda del cuerpo perfectoa
través de la cirugia plastica, la eugenesia
liberal a través de la seleccion embrionaria,
el diagnéstico prenatal y el aborto
eugenésico, son manifestaciones claras de
como esta ideologia se va haciendo cada vez
mas presente en las democracias
occidentales" (22). El transhumanismo esta
empezando a entrar en nuestra cultura y
crecera sin medida si no se le desenmascara;
la edicion genética puede ser una de sus
ultimas consecuencias.

No han sido pocos los detractores
de este movimiento (23). Para Francis
Fukuyama, "El transhumanismo es la idea
mas peligrosa del mundo" (24). Leon Kass
afirma que "el ser humano se degrada a si
mismo, cuando en lugar de respetar su
propia naturaleza trata de alterarla" (25), y
que el transhumanismo es un "ataque
frontal a la dignidad humana vy los sutiles



modos en los que nuestros intentos de
afirmar el dominio tecnolégico sobre la
naturaleza humana podrian terminar
deshumanizandonos al minar varios
significados tradicionales tales como el
significado del ciclo de la vida, el significado
del sexo, el significado del comer, y el
significado del trabajo" (26).

El mundo estd en un cambio de
cultura, donde la posmodernidad intenta de-
construir al ser humano y culminar el
reduccionismo antropoldgico que inicid la
Modernidad (27); lo que hace falta no es un
hombre modificado y mejorado, sino un
redescubrir lo que el ser humano es, para
ayudarlo en su vulnerabilidad, cuidarlo en su
fragilidad, potenciarlo en su humanidad y
tratarlo siempre teniendo en cuenta la
profunda dignidad que encierra.

Esta edicién de Persona y Bioética
contiene los siguientes aportes:

De Argentina y Espaiia, las doc-
toras Corina Busso y Pilar Leon Sanz escriben
su articulo "Investigacion con pacientes en
cuidados paliativos: dilemas éticos y
percepcion publica sobre su vulnerabilidad.
Estudio exploratorio”. La doctora Angela
Arenas Massa, de Chile, es la autora de
"Enseflanza de bioética en la carrera de
odontologia. Reflexiones y prospectivas".
También de Chile, el Pbro. Eduardo
Rodriguez Yunta trata sobre "Determinantes
sociales de la salud mental. Rol de la
religiosidad".

Cinco son los aportes de Colombia
a este nimero: Angela Maria Wilches Flérez
y Jorge Enrique Almansa Manrique son los
autores de "Los estréogenos ambientales
como consecuencia del modelo de
desarrollo y sus impactos socio-bioldgicos.
Reflexiones desde un marco bioético"; el
doctor Edgar Ernesto Caro Ramirez escribe
sobre la "Economia ecoldgica. Paradigmas
de la economia”. Los doctores Elias Bermeo
Antury y Mauricio Quimbaya estudiaron la
"Secuenciacion de préxima generacién y su
contexto eugenésico en el embridn
humano". Y el doctor Fernando Suarez
Obando hace claridad sobre el
"Consentimiento Informado como criterio
de inclusién. éConfusidén conceptual,
manipulacion, discriminaciéon o coercion?"
Finalmente, el doctor José Alexander
Carrefio D. escribe "Eninvestigacion clinica el

consentimiento informado debe ser un
proceso dinamico".

El doctor Juan Fernando Sellés con "La
experiencia de los limites: el dolor y la finitud
temporal”, y el doctor Joaquin Garcia-
Alandete con "Persona, caracter y valores
segun Rudolf Allers en The Psychology of
Character" nos escriben desde Espafia.

La primera colaboraciéon procedente del
Japdn esta a cargo del doctor Jaime Teixeira
da Silva: "On the abuse of online submission
systems, fake peer reviews and editor-
created accounts".

)
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Organiza ABA (Asociacidn Bioquimica
Argentina)

E-mail: cursos@aba-online.org.ar

Esquemas de Evaluacion Externa de la
Calidad

Fecha: 14 de Mayo de 2018

Organiza: GMigliarino Consultores
E-mail: info@gmigliarino.com

Web: www.gmigliarino.com/Cursos/136

Introduccién a la Biologia Molecular y sus
Aplicaciones Clinicas Il
Fecha: 21 de Mayo de 2018
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Organiza ABA (Asociacion Bioquimica
Argentina)
E-mail: cursos@aba-online.org.ar

Tépicos de Hematologia en el Neonato.
Casos Clinicos

Fecha: 4 de Junio de 2018

Organiza ABA (Asociacion Bioquimica
Argentina)

E-mail: cursos@aba-online.org.ar

Técnicas Avanzadas de Biologia Molecular
Fecha. 4 de Junio de 2018

E-mail: info@aulagenyca.com

Web:
www.aulagenyca.com/curso/técnicas-
avanzadas-de-biologia-molecular

Incertidumbre de Medida (Modelos de
Estimacion para el Laboratorio Clinico)
Fecha: 18 de Junio de 2018

Organiza: GMigliarino Consultores
E-mail: info@gmigliarino.com

Web: www.gmigliarino.com/Cursos/137

Verificacion de Métodos para Serologia
Infecciosa: Métodos Cuantitativos

que se Reportan como valores Cualitativos
Fecha: 09 de Julio de 2018

Organiza: GMigliarino Consultores

E-mail: inffo@gmigliarino.com

Web: www.gmigliarino.com/Cursos/138

I | Oferta Académica
W Presencial, Internacional
COREBIO02018-1X Congreso Nacional de
Residentes Bioquimicos

Fecha: 16 al 18 de Mayo de 2018
Auditorio Fundacién
Beethoven.CABA.Argentina

Web: www.congresocorebio2018.com.ar

Capacitacion Practica en Técnicas de
Microcopias de Fluorescencia

Fecha: 4 al 8 de Junio de 2018

Lugar: CABA,Argentina

Organiza: Universidad de Buenos Aires
E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

Sistemas de Gestidn de Calidad. Su
implementacidn en el Laboratorio

Fecha: 4 al 13 de Junio de 2018

Lugar: CABA,Argentina

Organiza: Universidad de Buenos Aires
E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

Il Congreso Internacional de Zoonosis.IX
Congreso Argentino de Zoonosis.
Alimentos y Zoonosis: Desafios del siglo
XXI

Fecha: 5 al 7 de Junio de 2018

Lugar: CABA,Argentina

rganiza: Universidad de Buenos Aires
E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

92 Congreso Bioquimico ROSARIO 2018-
XVIIl Jornadas Argentina de Microbiologia
(JAM)

Fecha: 7 y 8 de Junio de 2018

Lugar: Ctro. De Convenciones Ros Tower.
Rosario, Argentina.

Web: www.colebiogsf2.org

Principios de Nanobiotecnologia
Fecha: 11 al 15 de Junio de 2018
Lugar: Rosario,Argentina

Organiza: Universidad de Buenos Aires
E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

Conocimientos Actuales y Perspectivas en
el Estudio de la Interface Materno-Fetal:
Hacia una Mejor Comprension de la
Placenta Humana

Fecha: 25 al 29 de Junio de 2018

Lugar: CABA,Argentina

Organiza : Universidad de Buenos Aires
E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

Deteccion de Proteinas Alergénicas en
Alimentos

Fecha: 25 al 29 de Junio de 2018
Lugar: CABA, Argentina

Organiza: Universidad de Buenos Aires
E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

Sefiales de Transduccion que participan en
la Regulacion del Crecimiento Celular-
Teérico/Practico

Fecha: 25 de Junio al 2 de Julio de 2018
Lugar: CABA, Argentina

Organiza: Universidad de Buenos Aires
E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

XXIIl Jornadas Bioquimicas del Noa
Fecha: 4,5y 6 de Octubre de 2018
Lugar: Centro Cultural. Termas de Rio



Hondo,Santiago del Estero

Organiza. Colegio de Bioquimicos de
Santiago del Estero

Web: www.jornadasbioquimicasnoa.org

CALILAB 2018

Fecha: 24 al 27 de Octubre de 2018
Lugares: CABA,Argentina

Organiza: FBA (Fundacién Bioquimica
Argentina)

E-mail: info@fba.org.ar

Il Congreso Cientifico Profesional de
Bioquimica

Fecha: 12 al 15 de Junio de 2019
Lugar: Cérdoba,Argentina

E-mail: graduados@fcqg.unc.edu.ar

CUBRA XV

Fecha: Octubre 2019

Resistencia, Chaco, Argentina

Organiza Colegio Bioquimico de Chaco
E-mail:
congresocubra_chaco2019@gmail.com

| | Oferta Académica
ﬁ Presencial, Nacional
XII Congress of the Latin American
Association of Immunology —ALAI
Fecha: 14 al 18 de Mayo de 2018
Lugar: Cancun, México

Web: http:
//immunomexico2018.mx/index.ht

Congreso Mundial FMH (Federacion
Mundial de Hemofiglia) 2018

Fecha: 20 al 24 de Mayo de 2018
Lugar: Glasgow,Escocia.

E-mail: registration2018 @wfh.org

XXII Congreso SEIMC

Fecha: 24 al 26 de Mayo de 2018

Lugar: Bilboa, Espafia

Organiza: Soc. de . Espafiola de
Enfermedades Infecciosas

Y Microbiologia Clinica.

E-mail: seimc20182pacifico-meetings.com
Web: www.seimc2018.org

5th EFLM-BD European Conference on
Preanalitical Phase

Fecha: 22 al 23 de Mayo 2018

Lugar: Munich,Alemania

Web: wwwifcc.org/ifcc-congresses-and-
conferences

32 Congreso Internacional de Seguridad
del Paciente

Fecha: 7 al 8 de Junio de 2018

Lugar: Santiago ,Chile

E-mail: educaciéon@fspchile.org
contacto@fspchile.org

Web: www.fspchile.org

41st European Congress of Citology
Fecha: 10 al 13 de Junio 2018
Lugar: Madrid,Espaia

E-mail: ecc2018@kenes.com

Web: www.cytology2018.com

International Symposium on Dendritic
Cells

Fecha: 10 al 14 de Junio de 2018
Lugar: Arquisgran,Alemania

E-mail: dc2018@conventus.com
http://www.dc-2018.com

XXXVI Nordic Congress of Clinical
Chemistry

Fecha: 12 al 15 de Junio de 2018
Lugar: Helsinki,Finlandia

Web: www.nfkk2018.fi

202 Symposium on Infections in the
Immunocompromised Host

Fecha: 17 al 19 de Junio de 2018
Lugar: Atenas,Grecia

E-mail: alkidis@ascentltd.gr
https://ichs2018.com

7th International Symposium on Critical
Care Testingand Blood Gases

Fecha: 21 al 22 de Junio de 2018

Lugar: Antibes, Francia

Web: www.criticalcaretesting-
antibes2018.eu

12 Conferencia IFCC,EFLM,AFCB
“Medicina de Laboratorio”:

Conocer las necesidades de las naciones
mediterraneas.

Fecha: 2 a 4 de Julio de 2018

Lugar: University of tor Vergata-Roma, Italia.
http://ifccorg.hosting.insoft.dk/media/4767
71/flyer_nov-2017.pdf
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2nd World Congress on Cancer
Fecha: 23 al 25 de Julio de 2018
Lugar: Bologna,ltalia

E-mail: cancer@colossalfacet.com
http://colossalfacet.com/cancer-
conference/

5th European Congress of Immunology
Fecha: 2 al 5 de Setiembre de 2018
Lugar: Amsterdam, Paises bajos.
Eci2018@medacad.org

Web: www.eci2018.org/home

Congreso Internacional de Genética
Fecha: 10 al 14 de Setiembre de 2018
Lugar: Foz de Iguazu,Brasil

E-mail: contato@sbg.org.br

Lymphocyte antigen receptor signalling
Fecha: 25 al 29 de Agosto de 2018
Lugar: Siena,Italia

E-mail: cosima.badari@unisi.it
http:/meetings.embo.org/event/18-
lymphocyte

Santorini Conference “Systems medicine
and personalized health & therapy”

The odyssey from hope to practice”
Fecha: 30 de Setiembre de 2018

Lugar. Santorini, Grecia
http/santoriniconference.org

6TH Annual Meeting of the International
Cytokine & Interferon Society

Fecha: 27 al 30 de Octubre de 2018
Lugar: Boston, Estados Unidos

E-mail: cytokines@mci-group.com

XXIV Congreso Latinoamericano de
Microbiologia ALAM 2018.

Fecha: 13 al 16 de Noviembre de 2018
Lugar: Parque Araucano. Santiago, Chile.
http://alam.science/alam-2018/

23 ° Congreso Europeo de Medicina de
Laboratorio IFCC-EFLM. (EUROMEDLAB
2019)

Fecha: 19 a 23 de Mayo 2019

Lugar: Barcelona, Espafia

Organiza: Sociedad Espafiola de Medicina
de Laboratorio (SEQC ML)

E-mail:
info@euromedlab2019barcelona.org
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Empresas Auspiciantes

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

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Ing. Butty 240, piso 12 (1001)
Ciudad Autéonoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 5776 7311/ 7315
add_argentina_mkt@abbott.com
www.abbottdiagnostics.com

Abbott Rapid Diagnostics
14 de Julio 616/628
Ciudad de Buenos Aires
Tel: 0800.555.9200
alere.ar@alere.com
www.alere.com

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
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aAgeHaA

Bernardo Lew e hijos SRL
info@bernardolew.com.ar
www.bernardolew.com.ar

Bahia Blanca: Peru 150 - CP: 8000
Tel. (54 291) 455-1794

Fax. 54-291-451-4416

Buenos Aires: Cbtes. Malvinas 3087
CP: 1427

Tel. (54 11) 4523-9901

Fax. (54 11) 4522-4322

Mendoza: Juan B. Justo 561 - CP: 5500
Tel. (54 261) 425-2002

Fax. (54 261) 425-9966

Neuquén: Castelli 455 - CP: 8300
Tel. (54 299) 442-9888

Fax. (54 299) 447-3556

Santa Rosa: Allem 705 - CP: 6300
Tel/Fax. (54 2954) 41-0011

Trelew: Inmigrantes 557 - CP: 9100
Tel. (54 2965) 42-9790

Fax. (54 2965) 43-4277

BIOARS S.A.

Estomba 961 (1427)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel./Fax (54 11) 4771-7676/ 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
www.biocientifica.com.ar

Biodiagnostico S.A.

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

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 7575/ 7676
Fax: (54 11) 4794 3184
info@gematec.com.ar
ventas@gematec.com.ar

Genetrics S.A. - NextLAB

Av. del Libertador 8630 6to piso Of. 1y
2 (1429) Ciudad de Buenos Aires

Tel. (54 11) 5263 0275 rotativo

E-mail: info@nextlab.com.ar

web: www.nextlab.com.ar

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

IACA LABORATORIOS

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

Tel: (54 291) 459 9999

Fax: (54 291) 459 9996 / 8

- Moreno 1730, piso 1, depto. H (1093)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel/Fax: (54 11) 4371 0046

Cel: (011) 155 1322214
laboratorios@iaca.com.ar
WWwWw.iaca.com.ar

Instrumental Bioquimico S.A.
Venezuela 3755 (1603)

Villa Martelli, Buenos Aires
Tel / Fax: (54 11) 4709 7700
ibsa@instrumental-b.com.ar
www.instrumental-b.com.ar

Laboratorio de Medicina

Olaya 1644 (1414)

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

www.labmedicina.com

Laboratorios Bacon
Uruguay 136 (1603)

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

Fax: (54 11) 4709 2636
bacon@bacon.com.ar
www.bacon.com.ar

MANLAB

Marcelo T. de Alvear 2263 (1122)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54 11) 4825 0066 / 3008 - 4826
4004 / 1087
derivaciones@manlab.com.ar
www.manlab.com.ar

Meganalizar

Cede Laboratorio:

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

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

ONYVA SRL

Dr. Adolfo Dickman 990/994
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel. (54 11) 5235-3970
ventas@onyva.com.ar
WWW.onyva.com.ar

Siemens Healthineers

Julidan Segundo Agliero N° 2830 (1605)
Munro, Buenos Aires

Tel: +54 11 5432 6816
www.healthcare.siemens.com.ar
siemenshealthineers.ar@siemens.com

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

Tecnolab s.a.

Estomba 964 (1427)

Ciudad Autéonoma de Buenos Aires
Tel. (54 11) 4555 0010/ 4859 5300
Fax: (54 11) 4553 3331
info@tecnolab.com.ar
www.tecnolab.com.ar



Rubros

Proveedores generales por especialidades

bioquimicas
Autoinmunidad

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

Tecnolab s.a.

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.

Bernardo Lew e hijos 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.I.C.
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Bromatologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Clinica General

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biodiagnostico S.A.

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Cultivo Celular

ETC Internacional S.A.
Endocrinologia

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Abbott Rapid Diagnostics
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.
Biodiagndstico S.A.
Diagnos Med S.R.L.
Laboratorios Bacon S.A.I.C.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Siemens Healtcare
Genética

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

Tecnolab s.a.

Hematologia

AADEE S.A.

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.

Gematec S.R.L.

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

ONYVA SRL

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.
Histocompatibilidad

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

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.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Marcadores Neoplasicos

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Micologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biodiagnostico S.A.




Rubros

Parasitologia

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
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
Bernardo Lew e hijos 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.

ONYVA SRL

Toxicologia y Forense

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

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

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Equipamiento e Insumos para Laboratorios
Acreditacion de Laboratorios
Biodiagnostico S.A.
Agitadores

BIOARS S.A.

ETC Internacional S.A.
Instrumental Bioguimico S.A.
Aparatos de Medicion
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Laboratorios Bacon
Autoanalizadores

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

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Balanzas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Centrifugas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Citometros

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

Tecnolab s.a.

Coagulémetro

AADEE S.A.

BIOARS S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Cultivos Celulares

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Espectrofotometros

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.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Gematec S.R.L.

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Insumos para Laboratorios

AADEE S.A.

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.

BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Gematec S.R.L.

Montebio S.R.L.

Laboratorio receptor de derivaciones
IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma I1SO 15.189)
MANLAB

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma IRAM-
NM-ISO 15189:2010 y el estandar MA2 de la
Fundacién Bioquimica)

Meganalizar

Laboratorio receptor de derivaciones en
Biologia Molecular

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma I1SO 15.189)

MANLAB
(Acreditado en Biologia Molecular en



Rubros

Fundacidn 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-1SO 15189:2010 y el estandar MA2 de la
Fundacién 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-1SO 15189:2010 y el estandar MA2 de la
Fundacién Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones en
Histocompatibilidad e Inmunogenética

MANLAB

(Laboratorio habilitado segin Resolucién N2
252-253/12 del INCUCAI, para la Tipificacion
de Receptores y Donantes para Trasplantes de
Organos)

Stamboulian Laboratorio

(Laboratorio acreditado bajo la norma IRAM-
NM-I1SO 15189:2010 y el estandar MA2 de la
Fundacién Bioquimica)

Laboratorio receptor de derivaciones en
Medicina Genémica

MANLAB

(Acreditado en Biologia Molecular en
Fundacidén Bioquimica Argentina)
Stamboulian Laboratorio

(Laboratorio acreditado bajo la norma IRAM-
NM-1SO 15189:2010 y el estandar MA2 de la
Fundacidén Bioquimica)

Luminiscencia

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Material Descartable

Becton Dickinson Argentina S.R.L

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Material de Vidrio
Montebio S.R.L.

Material para Electroforesis
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.
Tecnolab s.a.

MEIA

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Micropipetas

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Genodmica - Microarrays
Biocientifica S.A.

ETC Internacional S.A.
Quimioliminiscencia
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Biodiagnostico S.A.
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare
Tecnolab s.a.

Reactivos

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

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

ETC Internacional S.A.

Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

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.

Software

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

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

Test Rapidos

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

Biodiagnostico S.A.

Britania S.A.

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

Siemens Healtcare




Septiembre
2018

14 a 20hs

La Rural Predio Ferial
Buenos Aires - Argentina

EXPO
LOGISTI-K

13 Exposicién Internacional de Equipamiento, Tecnologia y Soluciones
para la Logistica, el Flujo de Informacién y la Cadena de Abastecimiento
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LOGISTI-K

INTERNATIONAL SUPPORT

SPONSORS ORGANIZES

<t G
A MHI ) Galicia PO IR

EXPOTRADE
Assekuransa @} -

ASOCIACION ARGENTINA
DE LOGISTICA EMPRESARIA



bl B (L RLLOE L0

e MEDICINA GENOMICA o AUTOINMUNIDAD / ALERGIAS

¢ QUIMICA CLINICA * TOXICOLOGIA / MONITOREO DE DROGAS
¢ HEMATOLOGIA / HEMOSTASIA * PROTEINAS

e MICROBIOLOGIA o SCREENING NEONATAL

¢ VIROLOGIA /INMUNOSEROLOGIA o HISTOCOMPATIBILIDAD

e ENDOCRINOLOGIA / METABOLISMO o ANDROLOGIA

e CITOLOGIA e CITOGENETICA

MANLAB’
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