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SiameD EIES & MUESEY Compromise e ¥ Deteccién de ARNm de oncoproteinas
mantenerlos actualizados e informados sobre todos los E6/E7 del Virus del Papiloma
temas dentro de la bioquimica. En esta nueva edicion les Humano en cancer de cuello uterino
acercamos una revision sobre la deteccion de ARNm de

oncoproteinas E6/E7 del Virus del Papiloma Humano en 7

cancer de cuello uterino, la importancia de arribar al
diagndstico correctoy predecir el desarrollo de este tipo de
cancer que acecha a miles de mujeres en todo el mundo.
Ademas, les presentamos un trabajo sobre los avances y
aplicaciones de distintas técnicas en el diagndstico
bioquimico de feocromocitoma y paraganglioma. La
determinacion de catecolaminas y metanefrinas, nuevas
técnicas con mayor especificidad y sensibilidad. En el area
de hematologia les traemos un trabajo sobre la
importancia del rol del laboratorio en el seguimiento de la
mujer gestante con trombofilia. Sobre el campo de la
bacteriologia, un trabajo sobre las nuevas técnicas en
medio sdlido y fase invertida para la identificacion de

¥\

micobacterias y su importancia en el diagndstico correcto
de la tuberculosis y los nuevos desafios en esta
problematica. Un interesante articulo sobre la vitamina E,
su consumo como suplemento vitaminico ;Aumenta o

disminuye el riesgo de desarrollar cancer? Por dltimo todala

informaciéon necesaria de la formacidn de postgrado y
demas noticias sobre nuevos equipamientosy productos.

Biog. Evelina Rosales Guardia

Directora de Contenidos k
info@revistabioanalisis.com

Las ideas u opiniones expresadas en las notas son responsabilidad de sus autores y no representan el pensamiento de Lamy Daniela y Bordin Elda S.H. y las firmas anunciantes, quienes deslindan cualquier
responsabilidad en ese sentido. Editorial CUIT: 30-71226067-6. Direccién: Rodriguez 8087 - Carrodilla - Mendoza - Argentina. Registro de Propiedad Intelectual: en tramite | ISSN 1669-8703 | Latindex: folio 16126.



Formacion de Posgrado. Pag 58.

BioAgenda // Empresas. Pag 61.

e
Identificaciéon de micobacterias en
medio sélido mediante microscopia

de fase invertida y tincion
Ziehl-Neelsen

Papel del laboratorio
en el seguimiento de gestantes
con trombofilias

Catecolaminas vs. metanefrinas en

el diagndstico bioquimico de
feocromocitoma y paraganglioma






LS

" . ;
El aseguramiento de la calidad y el
diseno estratégico de nuestros
procesos nos permite analizar mas de

24.000 muestras diarias''

Nuevo software integral para el
sistema de gestion de Calidad LOYAL

LOYAL

QUALITY

]
m

Programas de evaluacion externa u it et
de la Calidad en todas nuestras dreas

Acreditacion bajo estandares MA3 y U
Certificacion bajo Norma ISO 9001:2015

Profesionales exclusivamente dedicados
a la mejora de procesos

MANLAB"®

Diagnéstico Bioquimico y Genémico

MANLAB SU SOCIO COMPLEMENTARIO

(011) 6842 1200 | calidad@manlab.com.ar | www.manlab.com.ar | [fJ/LaboratorioMANLAB



Deteccion de ARNm de oncoproteinas
E6/E7 del Virus del Papiloma Humano

en cancer de cuello uterino

N
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>>> Cadaafo en nuestro pais mueren 1.800 mujeres por Cancer de Cuello Uterino el principal
agente etiolégico es el Virus del Papiloma Humano (VPH).En el siguiente trabajo se estudiala
relaciéon existente entre las proteinas E6 y E7 de VPH con el cancer de cuello uterino, la

deteccion de la sobreexpresion de ARN mensajero (ARNm) de los oncogenes E6 y E7 como un
biomarcador para evaluar el riesgo de progresion de las lesiones de bajo y alto grado a cancer
de cuello uterino y unarevision de las técnicas aprobadas y utilizadas actualmente por la FDA
(Food and Drug Administra-tion) para el diagnéstico de esta patologia.
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RESUMEN

La infeccidn de transmisién sexual por el Virus
del Papiloma Humano (VPH) es una de las mas
comunes en el mundo. Los VPH se clasifican en bajo
riesgo y alto riesgo. Los VPH de bajo riesgo son los
causantes de lesiones benignas como verrugas
genitales y condilomas acuminados, mientras que los
VPH de alto riesgo pueden originar la transformacién
maligna de las cé-lulas del epitelio cervical por la
accion de las oncoproteinas E6y E7, lo que puede dar
origen al cancer de cuello uterino. La deteccién de los
niveles de ARN mensajero (ARNm)de E6y E7 de VPH
en las células del epitelio cervical estd siendo

evaluada como un marcador predictivo del cancer de
cuello uterino como alternativa a las técnicas de
deteccidon del ADN de VPH. En este articulo se realizd
una revision critica acerca de la relacidn existente
entre la deteccion de la expresion de ARNm de E6 y
E7 del virus del papilomahumanoy el cancer de cuello
uterino. Ademas, se revisaron las técnicas aprobadas
actualmente por la FDA (Food and Drug Administra-
tion) paraladetecciéon de ARNmdelas oncoproteinas
E6 y E7 de VPH y el estado del arte del VPH en
Colombia.

Palabras clave: virus del papiloma humano *
oncoproteinas * cancer de cuello uterino * citologia
cervical.
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causante de una de las infecciones de transmisidn
sexual mds pre-valentes alrededor del mundo. Se
estima que alrededor de 600 millones de mujeres y
hombres estdn infectados mundialmente con VPH
(1). Existen mas de 200 genotipos de papilomavirus
humano que estdn distantemente relacionados (2)
(3)- Los seres humanos en su gran mayoria son
colonizados simultaneamente por varios VPH a nivel
de piel y mucosas sin presentar sintomatologia, por
tanto se considera que estos virus son parte de la
microbiota de la piel sana de los humanos (4). La
mayoria de los VPH pertenece a los géneros alfa y
beta, mientras que unos pocos subtipos pertenecena
los géneros gamma, mu y nu (2). Cominmente, los
VPH alfa infectan las mucosas mientras que los VPH
betainfectan el epitelio cutdneo externo (2). Los VPH
se dividen en tres grupos principales: cutaneo,
mucocutaneo y los asociados con la epider-
modisplasia verruciforme (un raro trastorno
autosémico recesivo). Los VPH cutdneos forman
parte del género beta y algunos corresponden a los
géneros gamma, mu y nu, mientras que los VPH de
mucosas y algunos tipos cutdneos pertenecen al
género alfa (2). Otra forma de agrupar los VPH es de
acuerdo a las dreas de infeccidn afectadas: epitelio
cutdneo externo, region anogenital y regién oral. Los
VPH de tipo mucocutaneo se pueden subdividir enlos
de bajo riesgo oncogénico (asociados principalmente
con verrugas benignas) y los VPH de alto riesgo
oncogénico (5). El mecanismo oncogénico por medio
del cual el VPH causa la transformacién de las células
es la sintesis de las oncoproteinas E6 y E7, cuya
funcidn es inactivar o propiciar la degradacion de las
proteinas supresoras de tumores como p53 Yy
Retinoblastoma (Rb) (6). Teniendo en cuenta la
relacion existente entre las proteinasE6 yE7de VPHy
su relacién con el cdncer de cuello uterino, la
deteccion de la sobreexpresion de ARN mensajero
(ARNm) de los oncogenes E6 y E7 de VPH en células
del epitelio cervical podria utilizarse como un
biomarcador para evaluar el riesgo de progresion de
las lesiones de bajo y alto grado a cancer de cuello
uterino (7-9). Actualmente se estdn evaluando
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técnicas que detectan los transcritos de las
oncoproteinas E6/E7 de VPH, las cuales han
demostrado una especificidad mas alta que las
técnicas utilizadas paradetectarel ADN de VPH enlos
casos de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) 1y 111
y cancer de cuello uterino (10), aunque es necesario
indicar que faltan mas estudios que evaliden la eficacia
de estas nuevas técnicas en términos de estra-
tificacion delriesgo de cdncer (11-14).

En este articulo se hace una revisién en el
contexto de la infeccion con VPH vy el riesgo de
desarrollo de cancer de cuello uterino. Para realizar
estarevision el articulo se centrara en cinco temas: las
generalidades del virus del papiloma humano, la
funcién de las oncoproteinas VPH (E6 y E7) en el
desarrollo del cancer, la epidemiologia a nivel mundial
y de Colombia del cancer de cuello uterino, y
finalmente, las técnicas modernas de deteccién delos
nivelesde ARNmdelos VPH dealtoriesgo.

Generalidades del virus del papilomahumano

El virus del papiloma humano pertenece a la
familia Papoviridae. Las particulas virales de VPH
presentan una capside icosaédrica sin envoltura (50-
60 nm de didmetro) conformada por 72 capsémeros.
El genoma de los VPH es del tipo de ADN circular
bicatenario (aproximadamente 8 kb) que contienen
ocho o nueve marcos abiertos de lectura (ORF) con
un genoma organizado en tres regiones basicas: una
regiéon reguladora (LCR -con sitios de unidn de
factores de transcripcidn y control de la expresion
génica), una region temprana (E- codifica seis genes,
E1, E2, E4, E5,E6y E7,implicados en funciones como la
replicacién viral y la transformacién celular) y una
region tardia (L - codifica las proteinas de la capside
L1y L2) (4) (15) (16) (Figura 1). E1 codifica una ADN
helicasa necesaria para la replicacion y amplificaciéon
del genoma virico. E2 tiene funciones en la
transcripcion viral, replicacion y particion del genoma
(puede unirse a sitios en el genoma virico y celular).
Las funciones de E2 dependen de su interaccién con
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los productos génicos celulares y de las condiciones
que sean necesarias para beneficiar el virus. E2 puede
regular transcripcionalmente E6 y E7 jugando un
papelcritico en la conduccidon de la entrada al ciclo
celular permitiendo la amplificaciéon del genoma viral
en las capas medias del epitelio e inhibiendo algunos
aspectos de la inmunidad innata (15). Las infecciones
por el virus de papiloma humano en la mucosa del
cuello uterino se han estudiado ampliamente,
detectandose una infeccidn asintomatica en 11-12% de
todas las mujeres. La incidencia de VPH asintomatico
es mayor en mujeres y hombres jévenes (50-80%)
disminuyendo en grupos de mayor edad. Las
infecciones inaparentes y enfermedades de bajo
grado presentan tipicamente multiples tipos de VPH,
entre los que se incluyen VPH 16 (3,2%), 18 (1,4%), 31
(0,8%) y 58 (0,7%). La deteccion del VPH aumenta con
la gravedad de la enfermedad presentando un
porcentaje de positividad del 50-70% en NIC |, del 85%
enNICIlydel9o-100%enNICII1(17) (18).

> > Figura 1. Estructura del genoma del Virus del
Papiloma Humano alfa. Regién E temprana que
contiene los genes E1, E2, E4, E5 y los oncogenes E6 y
E7 causantes dela transformacion maligna de la célula
infectada. E1 y E2 mantienen bajos los niveles de
expresion de E6 y E7. La integracién al genoma de la
célula infectada ocurre en las regiones E1y E2,
produciéndose sobre expresion de los oncogenes
virales. (Modificada de Doorbar J etal.2015) (15).
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Los VPH estan clasificados de acuerdo a su
potencial para inducir el proceso de carcinogénesis,
en VPH de bajo riesgo y VPH de alto riesgo. Los VPH
de bajo riesgo se encuentran causando lesiones
verrugosas benignas, predominantemente
condilomas acuminados y papilomatosis laringea (6,
11, 26, 34, 40, 42, 43,44, 53, 54, 55,57, 61, 62, 64, 67, 69,
70, 71, 72, 73, 81, 83, 84, 89). Los mas prevalentes de
este grupo son los genotipos 6 y 11. Los VPH de alto
riesgo son oncogénicosy son los responsables del 70%
de todos los casos de cancer de cuello uterino. A este
grupo pertenecen los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58,59, 66 y 68 sien-do VPH 16 y VPH 18
los mds prevalentes causando cancer de cuello
uterino (19). Las proteinas E6 y E7 son consideradas las
principales conductoras oncogénicas codificadas por
VPH (20) (21). A continuacidén, se presenta una
revision de cdmo las oncoproteinas E6 y E7 inducen a
la inestabilidad genética en las células infectadas y su
subsecuente transformaciéon maligna.

Funcidn de las oncoproteinas E6 y E7 en el
desarrollo de lesiones premalignas y malignas del
cancerde cuello uterino

El ciclo de VPH esta ligado a la diferenciacién
delos queratinocitos en piel y mucosas. Unavez que el
virus logra penetrar a la célula hospedadora inicia la
expresion de sus genes en las capas superficiales del
estrato espinosoy epitelio granuloso donde expresan
grandes cantidades de proteinas virales y ocurre el
ensamblaje viral (22). EI VPH puede encontrarse en el
tejido cervical en forma de episomas o integrado a la
célula hospedadora. Las células con el virus integrado
adquieren ventajas de crecimiento, lo que les permite
una expansion clonal con una consecuente
inestabilidad genética que puede conducir a un
proceso de malignizaciéon. Los VPH de alto riesgo
como 16 y 18 tienen la capacidad de integrar su
genoma al de la célula hospedadora y por esta razén
son considerados altamente oncogénicos (19).
Idealmente, las proteinas E1y E2 sonlas encargadas de
mantener bajos los niveles de expresion de los genes



E6 y E7 pero la sintesis de las proteinas E1y E2 se ve
frecuentemente afectada debido a que laintegracién
delgenomaviral enla célulahospedadoraenlaregion
delos genes E1y E2 interfiere con su funcidn (23) (24).
La pérdida de la expresidon de la proteina E2 permitela
sobreexpresion de los genes E6 y E7 y una sintesis
constante de estas dos importantes oncoproteinas
viralesde VPH (22)(25) (26).

Las oncoproteinas E6 y E7 se expresan
conjuntamente en el curso de la infeccién por VPH y
en el subsecuente desarrollo de cancery por tanto es
importante diferenciar su contribucién individual. E7
suprime la ruta del Rb para promover la
transformacion celular. En adicién, las oncoproteinas
E6 en VPH tienen otras multiples funciones
importantes para la transformacion celular tales
como la degradacién de p53 (Figura 2), la disminucidén
de la expresion de p21y un aumento de la Telomerasa

MicroScan
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Transcriptasa Inversa (TERT). Los virus VPH de bajo o
alto riesgo favorecen su propagacién propiciando la
degradacion de p53 a través de una ubiquitinacion
asociada a la ubiquitina ligasa proteina asociada a E6
(E6-AP), lo que conlleva a una atenuacién de la
respuestaaldafiodel ADN ylaapoptosis.

Igualmente, la disminucidn de la expresion de
p21 (un inhibidor de los complejos ciclina/quinasa
dependiente de ciclina en G1, Gap 1) observada en los
VPH E6 propicia el paso a la fase celular de sintesis (S)
en células con dafio del ADN favoreciendo la
inestabilidad genética. Unincremento de la expresion
de TERT en los VPH E6 de alto riesgo conduce a la
activacion de la telomerasa y la elongacién de los
teldmeros permitiendo la inmortalizacidon de las
células infectadas (27). La oncoproteina E7 interfiere
con la sefalizacidon de Rb para permitir el transito de
las células de G1a S. La unién de la regién C-terminal
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> > Figura 2. La infeccién por Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo altera las vias moleculares
que regulan la proliferacion celular y la diferenciacidn epitelial. El desarrollo del ciclo celular esta regulado enlas
capas epiteliales por los miembros de la familia de proteinas pRb (retinoblastoma). Las oncoproteinas E7 de los
VPH de alto riesgo son dirigidas a estas proteinas para generar su degradacién (como se muestra en B). La
incapacidad de los VPH de bajo riesgo para impulsar una proliferacion de células basales es debida a que estos
solo pueden atacar de manera eficiente a la familia del retinoblastoma p130. Las oncoproteinas E7 se dirigen a
todos los miembros de pRb. Ademas de esto los VPH de alto riesgo codifican una segunda proteina [lamada E6
que actua suprimiendo el aumento de p53. Las oncoproteinas E6 de alto riesgo regulan los niveles de p53 en la
célula por medio de su ubiquitinacién y degradacidn a través de laruta del proteosoma. En células no infectadas
(mostradas en A), los niveles de p53 se mantienen en un nivel bajo (Modificada de Doorbar J etal, 2015) (15).
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de E7 a la proteina Rb provoca la liberacién del factor
de transcripcién E2F involucrado en la expresion de
genes requeridos para entrar en fase de sintesis. Una
mayor afinidad a Rb se observa en los VPH de alto
riesgo, ya que sus oncoproteinas E7 tienen la
capacidad de unirse a los tres miembros de la familia
Rb (pRb, p107 y p130) para su degradacién. El
resultado de la disrupcidn de los diferentes complejos
de la familia Rb-E2F elimina la represidn de genes que
responden a E2F (tales como ciclina A y E, ADN
polimerasa a y PCNA [Proliferating Cell Nuclear
Antigen]) conduciendo las células a la sintesis de
ADN. Las oncoproteinas E7 en conjunto con las

oncoproteinas E6 también afectan la funcidn de Ila
proteina supresora de tumores p53, al inhibir su
acetilacién (interrumpiendo su capacidad de
activacién transcripcional) (27).

Las multiples acciones epigenéticas que
generan las oncoproteinas E6 y E7 permiten una
infeccidn persistente que produce una inestabilidad
genética con una consecuente transformacion celular
que finalmente puede terminar en el desarrollo de
cancer(25)(28-30).

Epidemiologia mundial y nacional del cancer de cuello

>
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uterino

El cdncer cervical es el cuarto cdncer mas
comun en mujeres y se estima que en 2012 hubo
528.000 nuevos casos y 266.000 muertes por este
tipo de cancer, represen-tando el 7,5% de todas las
muertes en el sexo femenino. Segin datos dela IARC
(International Agency for Research on Cancer), el 85%
de la carga mundial de esta enfer-medad ocurre en
regiones menos desarrolladas como Africa Oriental y
Central donde sigue siendo el cdncer mds comun en
mujeres con una tasa de mortalidad de 22,2y 27,6 por
cada 100.000 mujeres, respectivamente(32) (Figura
3) (Figura 4). En Colombia el cancer de cuello uterino
es la segunda causa de mortalidad por cancer entrela
poblacién femenina después del cancer de mama.
Segun datos del Instituto Nacional de Cance-rologia
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(INC), en 2011 se presentaron 1.744 muertes, siendo
Bogotd y los departamentos de Antioquia y Valle del
Cauca las areas que reportaron el mayor ndimero de
muertes. En Boyaca, durante el periodo de 2006 a2011
se presentaron 131 casos anuales de cancer de cuello
uterino y se reportaron 244 muertes por esta causa
durante el periodo de 2007 22011(33). Anivel nacional
el cancer de cuello uterino es de gran importancia al
afectar a un gran niumero de mujeres. El cdncer de
cuello uterino puede detectarse tempranamente a
través de programas de tamizaje y esto, combinado
con un acceso al tratamiento oportuno podria
disminuir la incidencia y la mortalidad de este tipo de
cancer al menos a los niveles observados en paises
mas desarrollados. En Bu-caramanga, Manizalesy Cali
se han reportado tasas de incidencia aproxima-
damente de 20 por 100.000 y Pasto, 27 por 100.000. El

> > Figura3.Tasas estimadas por edad a nivel mundial de casos incidentes, cancer de cuello uterino, entodo
el mundo en 2012. En Colombia se presentd una incidencia de 18.7 casos en el afo de 2012 por cancer de cuello
uterino. En América latina, los paises que mas incidencia presentan de cancer de cuello uterino son México,
Nicaragua, Venezuela, Perd, Bolivia y Paraguay, asi mismo los paises del continente africano (Modificada de

Cancer IARC. GLOBOCAN.2012)(32).

Incidencia estimada de cancer de cuello uterino en todo el mundo en 2012
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Registro poblacional de cancer de Cali ha reportado
un descenso progresivo en las tasas de incidencia y
mortalidad por cancer de cérvix durante los ultimos
40 afnos.

Las razones por las que se ha generado un
descenso de las tasas de incidencia y mortalidad por
cancer de cérvix son mltiples, entre las cuales se
considera una mejoria en las condiciones socio-
econdmicas, un descenso en las tasas de fecundidad y
algun efecto delos programas de tamizaje (34).

La citologia esla pruebade cribado de eleccion
para la deteccidn presuntiva de lesiones
precancerosas de cancer de cérvix. La sensibilidad de
esta prueba puede variar entre 50% y 98%
dependiendo de la toma de una muestra
representativa. Una muestra satisfactoria debe
incluir las zonas exo y endo-cervical (zonas
escamocolumnar y de transformacién), y de acuerdo
conelsistemaBethesda, en dicho extendido se deben
poder observar células metapldsicas y/o
endocervicales (35). Las técnicas moleculares de
deteccién de tipos virales de VPH de alto riesgo
tienen un bajo valor predictivo positivo al no poder
mostrar la progresion de la enfermedad. Por tanto, la
utilidad de estos métodos moleculares en el cribado

de las pacientes permite establecer el grupo deriesgo
(al ser portadoras o no de VPH de alto riesgo). Una
vez detectada la presencia de VPH de alto riesgo, el
control posterior requiere de la colposcopia y de la
citologia. Elmétodo predictivo para detectar cambios
precoces en la transformacidn celular sigue siendo la
citologia, debido a que se puede observarla presencia
de los koilocitos en los estados tempranos de la
infeccidn viral (36). A continuacidn, se discuten dife-
rentes técnicas que miden los niveles de expresion de
lasoncoproteinas E6y E7 de VPH.(31)

Técnicas que detectan ARNm de oncoproteinas E6/E7
de VPH y suimportancia en la deteccidon temprana de
lesiones de bajo grado y alto grado de cancer de
cuello uterino

Se ha establecido que la sobreexpresion delos
ge-nes E6 y E7 es importante en los procesos de
transformaciéon maligna de células infectadas y el
subsecuente desarrollo de cancer (37). Al ser los
niveles del ARN mensajero de los genes E6 y E7 de
VPH un indicador del nivel de sintesis de las
oncoproteinas E6 y E7 se han desarrollado técnicas
que detectan dichos niveles, lo que permite predecir
elriesgo de las pacientes de pade-cer cancer de cuello
uterino. En la actualidad se conocen tres (3) pruebas
diagndsticas aprobadas porla FDA en la deteccién de
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ARNm de las oncoproteinas E6 y E7: PreTect HPV-
Proofer, NucliSENS Easy Q HPV y APTI-MA HPV (38)
(Tabla 1). A continuacién, se presenta una breve
descripcion de las tres pruebas mencionadas
anteriormente.

> > Figura 4. Tasas de incidencia y mortalidad
estandarizadas por edad estimadas en el mundo por
100.000 habitantes. Casi 9 de cada 10 muertes por
cancer de cuello uterino (87%) ocurren en las regiones
menos desarrolladas. Las regiones de alto riesgo, con
tasas de incidencia estimadas por edad de 2012 de
mas de 30 casos por 100.000 mujeres, incluyen Africa
Oriental (42,7 casos), Melanesia (33,3 casos), Africa
Meridional (31,5 casos) y Africa Central (30,6 casos).
Las tasas de incidencia son mas bajas en
Australia/Nueva Zelanda (5,5 casos) y Asia occidental
(4,4 casos) (Modificada de Cancer IARC.
GLOBOCAN.2012)(32).
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Pretect HPV-Proofer (Norchip AS, Klokkarstua,
Norway)

Esta prueba diagndstica consiste en un
proceso de amplificacién enzimdtica en tiempo real
que puede amplificar y detectar ARN (NASBA
[Nucleic Acid Sequence Based Amplification]) incluso
en presencia de ADN. Es un método de amplificacién
isotérmicode ARN endonde serealizala deteccidnde
ARNm de oncoproteinas E6 y E7 de 5 tipos de VPH de
alto riesgo que son considerados carcinogénicos (16,
18, 31, 33 y 45). El método denominado NASBA
consiste enla extension de un cebadory transcripcién
mediante la participaciéon de tres enzimas:
Ribonucleasa (RNAsa) H, transcriptasainversay ARN
polimerasa. La reaccién al ser isotérmica (41 °C) no
necesita termociclador. Esta prueba es utilizada para
detectar la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 en
células infectadas con los cinco tipos de VPH de alto
riesgo que estan asociados con carcinomas de células
escamosas cervicalesyadenocarcinomas (39-42).

Nuclisens Easy QHPV (bioMérieux)

Esta prueba se basa en los mismos principios
de la anterior, pero se diferencia en que utilizan
diferentes protocolos de extraccién de ARNm y
métodos de analisis de datos. Esta técnica detecta la
expresion de los factores oncolégicos E6 y E7 VPH de
los cinco genotipos de alto riesgo (16, 18, 31,33 y 45).
Esta técnica es utilizada en la deteccion de ARNm de
E6 y E7 en mues-tras cervicales de Células Escamosas
Atipicas de Significado No Determinado (ASC-US
[Atypical Squamus Cells of Undetermined
Significance]), Lesiones Intraepiteliales Escamosas de
Bajo Grado (LIEBG) y Lesiones Intraepiteliales
Escamosas de Alto Grado (LIEAG). Ha demostrado
una técnica de gran sensibilidad y especificidad en la
deteccion de los tipos de VPH de alto grado mas
oncogénicos en pacientes con NIC2+ al ser
comparada con la técnica de Captura Hibrida 2 (CH2)
que detecta ADN del virus. Estudios comparativos de
las dos técnicas mostraron que la técnica de



deteccion de ARNm es mads especifica que lade ADN,
debido a que CH2 solo muestra el genotipo VPH
oncogénicoyno lapresenciadelostranscritosde E6y
E7, que son los que realmente indican el riesgo de
progresiéna cancerenlos pacientes(43-45).

APTIMAHPV

El ensayo de Aptima HPV es una técnica de
captura de hibridos (CH2). Es el método utilizado con
mayor frecuencia en la deteccion de ADN-VPH, con
posterior amplificacion mediada por transcripcion y
proteccion de hibridacidn de sonda para la deteccidn
de expresion de ARNm de E6 y E7. Esta prueba
diagndstica tiene la ventaja que detecta
cualitativamente ARNm de las oncoproteinas E6 y E7
de 14 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68). La prueba se realiza en
tres etapas bdsicas en un solo tubo: captura de la

diana, amplificaciéon de la diana por transcripcién y
deteccion delaamplificacidon de productos.

La amplificacion de diana por transcripcion
implica dos enzimas, transcriptasa inversa y ARN
polimerasa. La transcriptasainversa generauna copia
de ADN Com-plementario (ADNc) de la secuencia de
ARNm diana que contiene una secuencia promotora
de ARN polimerasa, donde la ARN polimerasa
produce multiples copias de ARN de amplicones
comparado con el ADN de muestra. Parala deteccidon
rapida de los amplicones se usa un ensayo de
proteccion de hibridacion, donde sondas de &acido
nucleico de cadena sencilla (complementarios a los
amplicones diana) poseen marcadores quimio-
luminiscentes que pueden diferenciar entre son-das
hibridas y no hibridas (se inactiva el marcador). La luz
emitida por los hibridos de ARN/ADN marcados se
mide con sefales de fotones en un lumindmetro y se
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informan como unidades deluzrelativa(38)(46) (47).

Pruebas realizadas con el kit de Aptima han
demostrado que puede utilizarse para muestreo
cervicalyvaginalenladeteccionde VPH dealtoriesgo
(48) (49). La técnica Aptima para la deteccion de VPH
de alto riesgo es una prueba diagndstica
complementaria del Papanicolau que es aprobada
por la FDA para su uso en mujeres mayores de 21afios
con muestras del Papanicolau que reportan células
escamosas atipicas con significado in-determinado.
La prueba Aptima cumple los criterios de equivalencia
clinica basados en la exactitud transversal relativa de
pruebas de ADN de VPH. Elensayo de Aptima VPH, en
un escenario transversal, es clinicamente com-
parable a GP5 + [ GP6 + PCR (Polymerase Chain
Reaction) y cumple con los criterios transversales de
sensibilidad clinica y especificidad para NIC2 + (50)

(51).

> > Tabla 1. Técnicas que detectan ARNm de E6/E7
deVPH (43)(45)(46).

Técnica Fundamento

PreTect HPV-Proofer, Son dos variantes comerciales del

NucliSENS Easy Q HPV mismo ensayo basado en la tecnologia
NASBA, que involucra una reaccion
de PCR en tiempo real isotérmica. La
prueba permite la deteccién de los
transcriptos ARNm correspondientes a
las oncoproteinas virales E6 y E7 de
los 5 tipos de VPH-AR mas frecuen -
tes en cancer cervical a nivel mundial:

VPH 16, 18,31, 33 y 45.

APTIMA HPV Permite la deteccién de ARNm de
los 12 tipos de VPH-AR segun IARC-
2009, mas VPH 66 y 68, pero no dis -
crimina entre los 14 tipos. La técnica
involucra tres pasos principales que
tienen lugar en un Unico tubo: captura
de las secuencias blanco, amplifica-
cion génica mediada por trascripcion
(TMA) y la deteccion de los productos
amplificados a través de un proceso de

hibridaciéon y quimioluminiscencia en

tiempo real.
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Estado delartede VPH en Colombia

El virus del papiloma humano es una de las
causas mas frecuentes del cancer de cuello uterino en
Colombia y aunque es un factor etiopatoldgico
necesario no es suficiente para el desarrollo de la
carcinogénesis cervical. La prevalencia de esta
infeccién viral es homogénea a nivel mundial, aunque
se observa una prevalencia tipo-especifica segun la
region geografica. En Colombia se han descrito
algunos problemas para la imple-mentacion del
tamizaje en la deteccidn de VPH tales como la
asociaciéon de la infecciéon por VPH con una
enfermedad venérea, la ausencia de un adecuado
registro de diagndstico definitivo en lesiones
preneopldsicas, la falta de lectura adecuada de las
citologias y la no estandarizacion de la técnica de
colposcopia. También se presentan problemas de
entrenamiento a los profesionales de la salud que
frecuentemente sobreestiman la sensibilidad de las
pruebas citologias. Ademads de lo expresado
anteriormente, los problemas institucionales no
permiten un acceso facil a la poblaciéon femenina en
general a las citologias, colposcopias y biopsias de
estaslesiones preneoplasicas (52).

ESTUDIOS DE ANALISIS MOLECULAR DEL VIRUS DE
PAPILOMAHUMANO REALIZADOS EN COLOMBIA

En Bogota (Colombia) se realizé un estudio en
2003 donde se analizaron 230 muestras de cepillados
cervicales en mujeres entre 18 y 36 afios con citologia
normal mediante PCR GP5+/GP6+, utilizando la
técnica SSCP y secuenciacion directa para realizar la
tipificacion de VPH (48) (53) (54). Se encontrd una
prevalencia de la infeccion por VPH de 18,2%,
detectandose 15 tipos de VPH. Dentro de los VPH
detectados cuatro tipos no se pudieron tipificar por
mé-todos convencionales de hibridacion. Los cinco
tipos mas prevalentes detectados fueron el VPH16,
VPH31, candidato VPH90, VPH59y VPH18.

La secuenciacion directa de ADN permitid
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identificar tipos de VPH que no habian podido ser
tipificados con otros métodos. El proceso de
carcinogénesis cervical presenta multiples
componentes, entre los que se cuentan los genéticos,
los epigenéticos y los medios ambientales. Se han
realizado multiples estudios encaminados a
establecer marcadores moleculares como
mutaciones en oncogenes, oncoproteinas y genes
supresores de tumores que estén asociados con la
progresion de lainfeccién o la enfermedad. Los genes
candidatos mas estudiados en cancer cervical en
distintas poblaciones han sido H-RAS, K-RAS, EGFR.
Segun un estudio de tipo descriptivo realizado en
Bogotd (Colombia) en el afio 2009 se obtuvieron
muestras por cepillado cervical y sangre periférica al
momento de la colposcopia a mujeres con un
diagndstico citoldgico de lesion intraepitelial de alto
grado. Se detect6 el VPH genérico mediante PCR con
los iniciadores GP5+/GP6+, y especifico para VPH 16 y
18 enlaregion E6/E7. Para detectar las muta-ciones en
el coddn 12 de H-RAS, codones 12 y 13 de K-RAS y el
exon 21 de EGFR se realizd una secuenciacion directa
de los productos de PCR de estos fragmentos
génicos. Todos los ADNs obtenidos evidenciaron una
bue-na calidad, medida con la amplificacion mediante
PCR del gen b-globina, ademas, se observd que el
proceso de restauraciéon mejora la calidad del ADN del
plasma, aumentando la sensibilidad de la
amplificacidn de este gen. En este estudio se obtuvo
una buena correlacién entre las muestras de plasma
sanguineo y los cepillados cervicales tanto para los
hallazgos de VPH como para las mutaciones que se
evaluaron. Ademas, no se encontraron mutaciones en
EGFR enelexdn21,enelcoddn12y13enK-RASyenel
coddn 12 en H-RAS. Por esta razdn, el andlisis de
mutaciones y de la presencia de marcadores
tumorales en plasma puede ser relevante cuando no
se dispone de otras muestras como el cepillado
cervical (50) (55) (56). En un estudio prospectivo de
casos y controles en el departamento del Cauca
(Colombia) realizado durante enero de 2002 y
diciembre de 2003 en 98 mujeres, fue determinado el
ADN de VPH por medio de lareaccion en cadena dela
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polimerasa, donde se logré analizar y observar los
factores de riesgo asociados a una neoplasia cervical.
EIl ADN gendmico fue extraido de células cervicales
exfoliadas utili-zando la técnica por Chelex (SIGMA,
No. C7901). Para la deteccién de VPH se utilizé una
técnica previamente estandarizada y utilizada por el
grupo de investigaciéon. La amplificacion de bandas a
670 0 420 pbindicd la presencia de VPH de bajo o alto
riesgo, respectivamente. Todas las reacciones
incluyeron controles internos de amplificaciéon
utilizando cebadores especificos para B-globina. En
este estudio se obtuvo que el 91% de las pacientes
evaluadas fueron positivas para el VPH y que la
multiparidad y la exposicién a carcindgenos como
mondxido de carbono, éxidos de sulfuro y nitrégeno,
mezclas de hidrocarburos aromdticos policiclicos pre-
sentes en el humo de lefia son importantes co-
factores de riesgo para la neoplasia cervical,
particularmente en las mujeres infectadas con VPH.
Estas particulas hansido clasificadas porlalARC como
posibles carcinégenos a humanos. La asociacion de
VPH y el riesgo de lesiones intraepiteliales escamosas
de alto grado (NIC II, NIC Il y carcinoma in situ)
evidenciados en el presente estudio y los factores de
riego asociados, brindan informacion valiosa a las
instituciones de salud publica para desarrollar
mejores programas de promocién y prevencion de
neoplasia cervical enlaregiény el pais (54) (55). Enun
estudio realizado en Armenia (Colombia) en 2007 en
muestras de mujeres con sospecha de patologia
cervical, se tipificaron los tipos de VPH 16 y 18 por
medio de PCR identificando el ADN de cada uno de
estos tipos de VPH con cebadores especificos paralas
regiones E6 y E7 y se evalud la actividad telomerasa
utilizando el método “TRAP” (Telomere Repeat
Amplifica-tion Protocol) con un equipo comercial (Eliza
Telomerase Detection Kit ARC Quimicos).

El estudio mostré la presencia de VPH 16 en
23,5% y VPH 18 en 29% de las muje-res estudiadas. La
relacion entre la presencia de VPH 16 o 18 con la
actividad de la enzima telomerasa en las muestras de
endocérvix mostrd que el virus de alto riesgo se



relaciona con mayor actividad de esta enzima. La
tipificacion de VPH de alto riesgo es un importante
coadyuvante en la toma de conducta clinica en
mujeres con citologia anormal, principalmente en
casos de atipias de significado indeterminado. La
actividad de la telomerasa surge como una prueba de
utilidad en la deteccidn de la infeccién por VPH, pero
debe servalidada con nuevos estudios (57). La prueba
o test de deteccion de ADN de VPH tiene una alta
exactitud. Esto se de-mostrd en un estudio de
cohorte transversal en Bogotd (Colombia) realizado a
mujeres con diagndstico citoldgico de ASC-US entre
octubre de 2006 y enero de 2008, donde se obtuvo
una sensibilidad del 88% y una espe-cificidad de 44% al
usar la prueba ADN-VPH para detectar lesiones de
alto grado (NIC 2+) en mujeres con reportes de
citologia ASC-US y LSIL. En dicho estudio se
evidencid que 21 de los 24 casos de HSIL presentaban
VPH de alto riesgo (58-61). En esa misma ciudad en
2009 serealizé unainvestigacion de corte transversal
en cepillados cervicales de mujeres con diversos tipos
delesiones cervicales utilizando como técnica de apo-
yo la prueba Luminex MAP (una técnica
automatizada altamente sensible y reproducible). En
este estudio se encontrd que las infecciones por los
tipos VPH 16 y 18 eran mds frecuentes en todos los
tipos de patologia del cérvix. También se determind
que las infecciones mixtas predominaron con un 78%
delos casos con patologianegativa, 85% NICI, 81% NIC
1, 78% NIC Il 'y 71% cancer cervical (62) (63). En una
revision realizada en 2008 se logré determinar la

transmisidn, prevalencia e incidencia de VPH. Entre
los factores determinantes para adquirir la infeccidén
por VPH, se encontrd el uso de anticonceptivos
orales, la paridad y la infeccién previa por otros
agentes transmisibles por via sexual. En contraste,
entre los factores que ofrecen una proteccién parcial
contra la adquisicion de VPH se encontrd la
circuncision y el uso de preservativo. La identificacion
de VPH de alto riesgo como causa necesaria para el
desarrollo de cancer cervical ha propiciado el
desarrollo de vacunas para prevenir la infeccidon por
los VPH 16, 18, 6 y 11, los dos primeros responsables
del 70% de cancer cervical y los ultimos causantes de
verrugas genitales. Teniendo en cuenta todo lo
anterior, es necesario la introduccién en el mercado
de modernas pruebas primarias de tamizaciéon que
permita identificar los tipos de VPH de alto riesgo
para incrementar la eficiencia en la deteccién de
cancer uterino temprano, mejorando los programas
de deteccidn y mds importante permitir un
tratamiento temprano a las pacientes con lesiones
precancerosas de cuello uterino. Una situacidon que es
especialmente preocupante en la mayoria de los
paises en vias de desarrollo donde se diagnostican
85% de los canceres cervicales que ocurren en el
mundo (64).

>>> CONCLUSIONES

Las técnicas de deteccion de ADN implemen-
tadas en programas de cribado de cancer de cuello
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uterino permiten identificar genotipicamente el virus
de papiloma humano causante de las lesiones
anormales detectadas en la citologia cervical. Sin
embargo, estas técnicas no permiten conocer el
riesgo real de las pacientes de progresar a cancer de
cuello uterino infectados con los diferentes tipos de
VPH de alto riesgo ademas de someter las pacientes a
procedimientos innecesarios que generan estrés y
altos costos.

Las técnicas de deteccidn de los niveles de
ARNmdelosoncogenes E6y E7 prometenserde gran
utilidad para ser introducidas en los programas de
prevencion del cdncer de cuello uterino para
identificar las mujeres con riesgo de desarrollar dicha
patologia. La limitacion de las técnicas de deteccidn
de ARNm de E6 y E7 radica en que no refleja el
proceso de traduccidn de las oncoproteinas, sino que
demuestra solamente que existe transcripcion.
Aunque en un proceso subsiguiente, se puede
detectar directamente la presencia de las onco-
proteinas E6 y E7 con técnicas de inmunohisto-
quimica.

Aunque en Colombia se han realizado algunos
estudios que demuestran la prevalencia de los
genotipos de VPH esto no es suficiente. Es necesario
realizar mas estudios poblacionales con técnicas
modernas de deteccion de ADN de VPH y de niveles
de ARNm de los oncogenes E6 y E7 de los tipos VPH
de alto riesgo con el fin de determinar la prevalencia
de estos virus oncogénicos. Igualmente, se requiere
la implementacidon de estas modernas técnicas de
deteccidn de la infeccion de VPH de alto riesgo en la
practica profesional diaria para mejorar las
posibilidades de una deteccién temprana de las
patologias desarrolladas porelvirus.
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Catecolaminas vs. metanefrinas
en el diagnodstico bioquimico de
feocromocitoma y paraganglioma

>>> El feocromocitoma es un tumor de las células cromafines. El 80-85% se localiza en la
médula adrenal y el resto, en el tejido cromafin extraadrenal (paraganglioma) que producen
una secrecion aumentada y no regulada de catecolaminas. En la actualidad se plantea la

discusion si la determinacion de las formas no conjugadas o totales logran arribar al
diagnostico correcto teniendo en cuenta los problemas en su determinacién larecoleccién de
laorinay los interferentes que pueden existir segtin la dieta del paciente. La determinacion de
metanefrina pareceresolver varios de estosinconvenientes.
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RESUMEN

Los tumores secretores de catecolaminas,
feocromocitoma y paraganglioma son entidades
poco frecuentes y potencialmente letales si no son
diagnosticadasy tratadas a tiempo.

Ellaboratorio cumple unrol fundamental en el
diagndstico y seguimiento de estos tumores a través
de la evidencia bioquimica de un exceso de
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catecolaminas. Sin embargo, muchas veces suele ser
dificultoso arribar a un diagndstico temprano, debido
a la baja incidencia de estos tumores y a la dificultad
de hallar laboratorios con equipamiento espe-
cializado.

El marcador bioquimico y las técnicas
utilizadas para su medicion han ido cambiando con el
correr de los afos. Tradicionalmente, la medicién de
catecolaminas en orina era la prueba bioquimica
utilizada. Posteriores hallazgos de metabolitos
aumentados enla orina de paciente llevaron al uso de
ensayos colorimétricos para la deteccidon de acido
vainillin mandélico y metanefrinas como marcadores
diagndsticos adicionales de tumor. Las pruebas
actuales para el diagndstico bioquimico muestran
una excelente precision diagndstica. La medicion de
metanefrinas libres de plasma utilizando
cromatografia liquida de alta resolucién con
deteccidn electroquimica o de espectrometria de
masas en tandem proporciona la maxima precision
para el diagndstico de estos tumores.

Palabras clave: Feocromocitoma Catecolaminas
Metanefrinas Diagndstico bioquimico
Introduccion

Los tumores secretores de catecolaminas
(CA) que surgen de las células cromafines de la
médula adrenal y los ganglios parasimpaticos se
denominan feocromocitoma (PL) y paraganglioma
(PGL), respectivamente. El 80-85% de estos tumores
selocalizan en lamédula adrenal y el resto en el tejido
cromafin extra adrenal (2). Son entidades poco
frecuentes, presentando unaincidencia global de 0, 8-
2/100.000 individuos por afio (3). La edad del paciente
al momento del diagndstico se asocia al fenotipo del
tumor y la existencia de mutaciones patoldgicas
subyacentes4.

Estos tumores se asocian con sindromes
genéticos como: la Neoplasia Endocrina Mdltiple
(NEM) siendo el NEM tipo 2, producido por
mutaciones en el protooncogen RET, el mas
frecuente; el sindrome Von Hippel-Lindau (VHL) que
involucra el gen VHL; la neurofibromatosis 1 (NF1)
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debido a mutaciones en el gen NF1; sindromes de
paraganglioma asociados a mutaciones en las cuatro
subunidades del gen de la Succinato Deshidrogenasa
(SDH): Tipo | por mutacién del gen SDHD, Tipo 2 por
mutacién del gen SDHAF2, Tipo 3 por mutacién
SDHC, Tipo 4 por mutacién SDHB, y mutaciones en
otros genes como MAXy TMEM127 involucrados en
la sefalizacién de factores de crecimiento (5).

PLs se caracterizan por exhibir sintomas
adrenérgicos clasicos debido a la secrecidn
esporadica de catecolaminas en exceso, como
cefalea, palpitaciones, ansiedad y diaforesis (6). La
hipertensidon puede ser persistente, asociada a los
tumores secretores de noradrenalina, o paroxistica,
asociada a tumores secretores de ambas
catecolaminas (5), y si no se trata, es responsable de
las complicaciones neuroldgicas, psiquiatricas,
oculares y cardiacas (3). Sin embargo, con frecuencia
suele observarse una masa suprarrenal clinicamente
silente hallada durante estudios de imagenes, que se
denominaincidentaloma.

El 10-15% de los mismos son asintomaticos y el
50% son normotensos (5). Es importante realizar el
diagndstico de forma temprana, ya que esto permite
la curacién tras la remocién quirdrgica del tumor
(7,8). En este sentido, el rol del laboratorio es
fundamental a través de la medicidn de marcadores
bioquimicos de alta sensibilidad y especificidad, que
confirman el exceso de CA.

Metabolismo de catecolaminas

Las CA (adrenalina, noradrenalina y
dopamina) son neurotransmisores del sistema
nervioso simpatico que cumplen un rol clave en la
regulacion de procesos fisioldgicos; asimismo, la
adrenalina puede actuar como una hormona
ejerciendo su accidn en tejidos periféricos. Por otro
lado, las alteraciones en el metabolismo de las CA
pueden desarrollar trastornos neurolégicos,
psiquidtricos, endocrinolégicos y cardiovasculares
(9). Entre los trastornos mencionados se destacan el
riesgo de ACV, encefalopatia, ansiedad, miedo a la



muerte, HTA, palpitaciones, taquicardia, arritmias y/o
IAM. El conocimiento del metabolismo de las CA es
primordial para el estudio del sistema fisioldgico y la
comprension de las alteraciones que ocurren en la
enfermedad.

El paso limitante en su sintesis esla conversién
de L-tirosina en L-DOPA llevado a cabo por la
tirosinhidroxilasa. Dicha enzima se encuentra
presente en neuronas dopaminérgicas y
noradrenérgicas del sistema nervioso central (SNC),
nervios simpaticos y células cromafines adrenales y
extraadrenales(8).

La adrenalina (A) se sintetiza a partir de la
noradrenalina (NA) por accién de la feniletanolamina
n-metiltransferasa (PNMT). Existen dos tipos de
células cromafines: las adrenérgicas que contienen
PNMTy, por lo tanto, sintetizan y almacenan A, y las
noradrenérgicas que no contienen PNMT y, como
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consecuencia, sintetizan y almacenan NA. Las células
cromafines de la médula adrenal son mayormente de
tipo adrenérgico; como consecuencia, el 90% de la A
circulante es de origen adrenal. Porotrolado, NAes el
productofinal delas neuronas del simpaticoy algunas
del SNC. Alrededor del 93% de NA circulante proviene
de sinapsis simpaticas (8).

Una vez sintetizadas, las CA son almacenadas
sin cambios bioquimicos dentro de los granulos
cromafinicos de la médula adrenal y en las neuronas
post-ganglionares, en vesiculas de almacenamiento
unidas a la membrana, complejadas con proteinas no
difusibles (cromograninas)(10). La integridad de los
granuloslas protege de lainactivacidon enzimatica.

Es importante sefialar que la mayor parte de
las CAsemetabolizaenlas células donde se sintetizan
y que este proceso es practicamente independiente
delaliberacién exocitica(8).
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Las principales vias de degradaciéninvolucran
dos enzimas, la monoaminaoxidasa (MAO) y la
catecol-O-metiltransferasa (COMT), produciendo
una serie de metabolitos. La desaminacién por la
MAO representa laviamasimportante que daralugar
a la formacién de dihidroxifenilglicol (DHPG). El
segundo camino mas importante incluye a la COMT,
que lleva a la formaciéon de metanefrina (MN) y
normetanefrina (NMN). Dichas enzimas se encuen-
tran intracelularmente, por lo que se necesita la
captacidon de las CA liberadas para que se
metabolicen. Existe captacion tanto a nivel neuronal
como extraneuronal y las enzimas encargadas del
metabolismo presentan distinta distribucidon, por lo
tanto, el metabolito que se forme va a dependerdela
viaque hayasidoinvolucrada(8).

El catabolismo de catecolaminas liberadas por
las neuronas es principalmente por la via neuronal: la
mayoria de la NA sintetizada y liberada por las
neuronas es recapturada (92%) y metabolizada alli
mismo. La MAO es la Unica enzima presente en las
neuronas, por lo tanto, las CA recapturadas a nivel
neuronal van a ser convertidas en DHPG. En las
células cromafines de la médula adrenal se encuentra
tanto la MAO como la COMT, con un neto
predominio intracitoplasmatico de COMT que
degrada la A, principalmente la que difunde del
granulo al citoplasma transformandolaen MN.

La contribucidn del metabolismo adrenal a las
concentraciones circulantes de DHPG es minima en
comparacion a lo aportado por el metabolismo
neuronal. Por el contrario, el 90% dela MN circulantey
40% de NMN circulante son producidos en la médula
adrenal. El metabolismo de las CA en las células
tumorales del PC es igual al que se produce en las
células cromafines de lamédulaadrenal (8).

El producto final del metabolismo de las CA es
el acido vainillin mandélico (VMA) producido casi
exclusivamente en el higado a partir de la A, NA,
NME, ME, DHPG extraidos de la circulacién. Menos
del 20% del AVM deriva del metabolismo hepatico de
las CAy MN circulantes y mas del 80% proviene de los
metabolitos desaminados delas CA(DHPG)8 (fig. 1).
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Las CA son extensamente conjugadas antes
de alcanzar la circulacidon, los niveles de cate-
colaminas libres (no conjugadas) en plasma y orina
son independientes de las influencias dietarias(11) y
reflejan con mayor seguridad la produccidn
enddgena. En el plasma, casi el 99% de la DA y
alrededor del 60-70% de la NA y A circulantes existen
como conjugados con sulfato y son excretadas junto
con sus derivados O-metilados en orina como
conjugados glucurdnido y sulfato.

> > Figura 1 - Metabolismo de las catecolaminas:
en el grafico se observan las principales moléculas y
enzimas involucradas en el metabolismo de las
catecolaminas por la via neuronal y la via adrenal. El
grosor de las lineas denota la importancia de Ila
reaccion enzimatica.
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DHPG: dihidroxifenilglicol
NMT: normetanefrina

MN: matanefrina

MHPG: metoxihidroxifenilglicol
VMA: écido vainill n mendélico

PNMT: feniletanolamina n mentil transferasa
MAOQ: monoaming oxidasa

COMT: catecol o metiltransfarasa

ADH: alcohol deshidrogenasa

Consideraciones analiticas

Tradicionalmente, la medicién de cateco-
laminas en orina era la prueba bioquimica utilizada
para el diagndstico de PCy PGL. Las técnicas que se
utilizaban en ese entonces eran bioensayos y ensayos
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fluorimétricos (12).

Posteriores hallazgos de metabolitos
aumentados enla orina de paciente con PCllevaronal
uso de ensayos espectrofotométricos para la
deteccién de VMA, y de metanefrinas como
marcadores diagndsticos adicionales de tumor.

La mayor concentracion en orina de éstos, en
comparacién con las CA en suero, significaba una
ventaja (12). Dos circunstancias provocaron un
cambio en la prueba bioquimica elegida para hacer el
diagndstico de PC-PGL: por un lado, el avance en las
tecnologias de los ensayos que permitieron
determinar concentraciones plasmaticas mas bajas
de metanefrinas (13) y, por el otro, avances en el
entendimiento del metabolismo de las catecolaminas

(12).

La aparicidn de técnicas mas sensibles como
ensayos radioenzimaticos y la cromatografia liquida
de alta presién (HPLC) permitieron detectar CA en
plasma y orina, utilizandose para la deteccidn
bioquimica de PC, a pesar de que ya en ese momento
se sabia que el metabolismo de las CA se llevaba a
cabo en las mismas células donde eran sintetizadas y
deformaindependiente alasecrecidon delasmismasa
circulacién.

En1980 surgieronlos métodos radioldgicos en
el diagndstico porimagen, y con ellos la deteccion de
incidentalomas.

Porotrolado, elreconocimiento de sindromes
hereditarios como causa de algunos PCy los avances
en genética molecular trajeron como consecuencia
que la busqueda bioquimica de PC-PGL no sélo debia
hacerse en pacientes con sospecha clinica, sino
también en aquellos asintomaticos portadores de
mutaciones relacionadas. Se llegd a la conclusion que
podia haber tumores silentes, no secretantes, y porlo
tanto, la determinacion de CA como marcador
bioquimico perdia sensibilidad. En cambio, las
metanefrinas, que se sintetizan en forma continua e
independiente de la liberacidn de CA, resultan
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marcadores de mayor sensibilidad para el diagndstico
de PC-PGL.

En Argentina se utiliza HPLC con deteccidn
electroquimica (HPLC-ED) parala cuantificacion de A,
NA, DA, NM, NMN y AVM, y el método
espectrofotométrico para AVM urinarios. Por el
momento no estan disponibles en nuestro pais las
medidas de MN y NMN plasmaticas.

Se ha demostrado que HPLC-ED provee una
técnica especifica y sensible capaz de ser
automatizada y es la mds comidnmente utilizada. El
paso inicial de purificacién, previo a la separacion
cromatogrdafica es de importancia critica,
involucrando generalmente una extraccién en fase
solida. El pretratamiento de las muestras esamenudo
mas simple con HPLCy deteccidn electroquimica que
con deteccidn por fluorescencia (actualmente en
desuso), ya que esta Ultima generalmente requiere la
formacién de derivados fluorescentes estables, suele
estar mas interferida por drogas que posean
propiedades fluorescentes.

Conrespectode NMN y MN urinarias, hay que
considerar que son excretadas en la orina tanto de
forma libre como conjugadas con sulfato y
glucurdnido, representando la fraccién libre menos
del 3% del total. El uso de HPLC permite la deteccion
de ambos analitos en orina (libres y conjugadas, por
aplicacién de hidrdlisis preliminar), reportandose de
todas maneras una performance diagndstica superior
utilizando sumedida en plasma(14).

Existe una numerosa cantidad de trabajos en
la literatura que reportan determinaciones de CA
basadas en diferentes tipos de ensayos, pero HPLC
con deteccién amperométrica o coulométrica (HPLC-
EC) es el procedimiento analitico dominante debido a
su versatilidad (adaptables a la determinacién
urinaria y a la medicién de otros metabolitos),
simplificacién de los tratamientos preliminares y
menor cantidad deinterferencias.

Contrariamente, si bien se han desarrollado
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varios procedimientos basados en inmunoensayos,
los problemas asociados con la especificidad de los
anticuerpos para estos haptenos de bajo peso
molecular han restringido su aceptacién, debiendo
generarse sistemas analiticos dirigidos contra los
derivados N-acetilados, dada la baja inmu-
nogenicidad delas CAylas metanefrinas paragenerar
anticuerpos (15).

Estudios mas recientes han mostrado los
beneficios de la determinacion de MN y NMN
plasmaticas para la investigacion de tumores de
células cromafines, debido a su alto valor predictivo
negativo (16-18).

La discusidn no radica tanto en la eleccién del
método, sino al hecho de si la determinacidén de las
formas no conjugadas o totales representa el
procedimiento bioquimico éptimo para el
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diagndstico de PC. En este sentido, la especificidad
diagndstica de las metanefrinas totales puede verse
limitada por una disminucidn de la funcién renal,
aunque el incremento de la vida media de las formas
conjugadas minimizaria las amplias variaciones de las
concentraciones plasmaticas que podrian surgir de la
liberacidnintermitente desde untumor.

Existe consenso en que la determinacion de
metanefrinas plasmaticas presenta mayor
sensibilidad diagndstica en comparacion con las CA
plasmaticas para el diagndstico de PC. Esto se debe a
la generacién permanente de metanefrinas en las
células tumorales, mientras que la secrecion de CA es
esporadicay se ve afectada por diferentes variables.

Por lo tanto, las metanefrinas plasmaticas
constituyen un marcador mas confiable para detectar
lapresencia de estos tumores (17,19).

Q Trinity Biotech

Yo Reactions

10kD
= =
y J

Cerebellum

52kD

[ e .

LYY L
Peripheral Nerve

Myenteric Plexus

Hu Reactions Ri Reactions

[

Cerebellum

Cerebellum

35-40kD
55kD

Myenteric Plexus L Myenteric Plexus

ONYVA SRL - Dr. Adolfo Dickman 990,/994. CABA

Tel: ( 54711) 52353970 - ventas@onyva.com.ar - Www.onyva.com.ar




Con respecto a que, si el mejor test es la
medicion de metanefrinas en plasma u orina de 24
horas, existen discrepancias entre diversos estudios;
estableciendo en alguna mayor sensibilidad en
plasma, pero con una menor especificidad en relacién
a la determinacidn en orina. En un estudio del NIH,
establecieron una sensibilidad y especificidad del 97%
y 85% para la medicién de metanefrinas plasmaticas,
frente aorinadel 90%y 98%, respectivamente (5).

La desventaja principal de la muestra de orina
de 24 hsradica enla fase preanalitica. Por otro lado, la
desventaja de lamedicion en muestras plasmaticas es
que, dada su sensibilidad, requiere el establecimiento
de un valor de referencia adecuado, ya que existe un
solapamiento de algunos tipos de PC-PGL y el limite
superior normal, generando falsos positivos por
sobreactividad simpatico-adrenal en otras
patologias, einadecuada preparacion del paciente.

Estudios recientes proponen a la saliva como
alternativa para la determinacidon de metanefrinas en
pacientes con sospecha de PC, mediante HPLC
asociado a espectrometria de masa en tandem. Si
bien esta matriz presenta ventajas metodoldgicas en
la fase preanalitica, es controvertida su correlacion
respecto aladeterminacién en plasmauorina.

Otro marcador bioquimico que puede
utilizarse para el diagndstico de estos tumores es la
Cromogranina A (CgA), molécula que se almacena en
grandes granulos densos de las células neuroen-
docrinas (20). Se trata de un marcador inespecifico de
tumores neuroendocrinos, con una sensibilidad
reportadade entre 90-95%(3,20).

Estudios revelan que este marcador se
encuentra elevado en aquellos pacientes con PGL
relacionados amutacionesenelgen SDHx8.

Condiciones pre-analiticas
Con excepcidon de los neonatos y nifios

pequefos, la determinacion de catecolaminaslibresy
de metanefrinas totales generalmente se realiza
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sobre muestras de orinade 24 hs.

Sin embargo, los problemas de recoleccion
completa hanllevado a propuestas alternativas como
la correccidon por creatinina para muestras aisladas,
que han ido autolimitandose por la amplia
variabilidad bioldgica de la creatinina y reservandose
Unicamente para tumores que secretan
catecolaminas de forma exacerbada. Algunos
autores proponen la recoleccion de orina nocturna
para determinacion de noradrenalina, aprovechando
su esperada normal declinacion en individuos sanos
durante la noche, en ausencia de estimulos
ambientales y emocionales, simplificando el
protocolo y evitando los efectos del estrés y el
ejercicio (21).

Considerando, sin embargo, los episodios
esporadicos de secrecion de algunos tumores
secretores, serequiere mas de unarecoleccion, o bien
de la orina de 24 hs. Es necesario acidificar la orina
para la determinacion de catecolaminas y
metanefrinas, reduciendo el pH a menos de 3,5 para
estabilizar las muestras mediante el agregado de
acido (HCI 6N) desde el inicio de la recoleccidn,
pudiendo guardarse la orina durante 2 semanas a -
20°C o por periodos mas prolongados a-70°C. Por otra
parte, cuando se recolectan muestras de plasma para
la medicidon de catecolaminas, existen diversas
variables a tener en cuenta: la hora del dia (patrén
diurno de secrecidn), el sitio de muestreo (mayores
concentraciones en sangre arterial), estrés
ambiental, postura corporal y actividad fisica (niveles
aumentados en individuos ambulantes), tabaquismo,
ingesta de cafeina, necesidad de reposo previo antes
delaextracciényrefrigeracién delas muestras (22).

Las interferencias con algunos componentes
de la dieta (por ejemplo vainilla, cafeina) y ciertas
drogas como las antihipertensivas (inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina, B-bloqueantes,
antagonistas cdlcicos y algunos diuréticos) o incluso
medicamentos de uso habitual (amoxicilina,
paracetamol), pueden influir sobre los resultados por
coelusion con picos de interés, o por alteracion de la
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recuperacion durante la preparacion de las muestras
en los procedimientos basados en HPLC, siendo ideal
discontinuarlos durante 3-7 dias antes de la
recoleccion de la orina o toma de las muestras de
plasma, cuando sea posible. La determinacion de las
mismas con exactitud en el laboratorio dependera del
uso de estandares de pureza conocida, de ensayos de
recuperacion y de la participacion en programas de
control de calidad externo, ya que no existe un patrén
dereferenciainternacional.

>>2> CONCLUSION

Las metanefrinas resultan el mejor marcador
bioquimico para el diagndsticode PCy PGL, yaque:
e sonproducidas porla COMT en células de médula
adrenal o tumorales derivadas de ellas; la ausencia de
esta enzima en terminaciones simpaticas implica que
sonmarcadoresrelativamente especificos

IMPORTA Y DISTRIBUYE ————

e son producidas en forma continua por el tumor,
independientemente de la secrecion de CA, y tienen
mejor correlacion con el tamafio del tumor.

La guia de practica clinica publicada en 2014
por la Endocrine Society recomienda con alta calidad
de evidencia que la medicidn de metanefrinas libres
en plasma o metanefrinas fraccionadas en orina se
incluyan como pruebas iniciales para el diagndstico
de PC-PGL23.

Con respecto a las técnicas de medicidn, es
importante mencionar que hasta el momento no
existen procedimientos de referencia para el analisis
de las CA y sus metabolitos. Si bien HPLC ofrece una
aproximacion versatil y practica para los analisis de
rutina, también tiene sus limitaciones y, por lo tanto,
se requiere de una interpretacidn critica de los
resultados para poder evaluar debidamente las
potenciales fuentes de inexactitud. Asimismo, es
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importante que cada laboratorio determine sus
propios valores de referencia para la metodologia
utilizada, sin poder utilizar los valores de referencia
delaliteratura o de otroslaboratorios.

Lasrecomendaciones de expertosindican que
se debe considerar asesoramiento genético para
todos los pacientes con PPGLs, basdndose en que al
menos un tercio de estos pacientes presentan
mutaciones enlalinea germinal; que la presenciadela
mutacion SDHB lleva a metastasis en mas del 40% de
los casos y que la determinacién de un sindrome
hereditario en el caso indice lleva a un diagndstico y
tratamiento anticipado del PPGLs en los
parientes23,24.

Con respecto al seguimiento de la enfer-
medad, se recomienda estimar de forma
personalizada el riesgo que presenta el paciente de
presentar metdstasis o recidivas, teniendo en cuenta
la edad del mismo, los resultados de los tests
genéticos, sitio y tamafio del tumor. En los pacientes
de alto riesgo (pacientes jévenes, con mutaciones
detectadas, grandes tumores y/o con
paraganglioma), el seguimiento serd de por vida24.
Por ultimo, en reconocimiento de las distintas
presentaciones genotipo-fenotipo de PPGLs
hereditarios, se recomienda un enfoque
personalizado para el manejo del paciente (pruebas
bioquimicas,imdagenes, cirugiay seguimiento) (22) M
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Identificacion de micobacterias en
medio sdélido mediante microscopia
de fase invertida y tincion Ziehl-Neelsen

>>> Latuberculosis es una enfermedad con una alta prevalencia, morbilidad y mortalidad,
ademas de su facilidad de propagacién. En el siguiente trabajo se estudia laimportancia de una
correctaidentificacion del agente etiolégico, por medio de la microscopia de fase invertida, el
medio sélido 7H11y las coloraciones de Ziehl-Neelsen. Plantea la necesidad de continuar en
esta linea de investigacion para llegar a la identificacion de biomoléculas involucradas tanto

enlaagregacion celuar como en lavirulencia de cadamicobacteria.
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>>> RESUMEN

Con el objetivo de identificar diferencias
morfoldgicas en colonias de diferentes especies de
micobacterias mediante microscopia de fase
invertida, se sembraron en medio sdélido 7H11, nueve
especies de micobacterias patédgenas de alta
prevalencia y se observaron hasta por 21 dias.
Adicionalmente se realizaron coloraciones Ziehl-
Neelsen(ZN)paracadaunadeellas.

No se identificd variaciones morfolégicas
entrelas especies cultivadas, sin embargo, se observé
que todas fueron capaces de formar cordones en su

etapa temprana de crecimiento, siendo corroborado
por coloracion ZN en Mycobacterium tuberculosis.
Asimismo, se determind ciertas caracteristicas
microbiolégicas como tiempo minimo y la
temperatura de crecimiento, y caracteristicas
bacilares basadas en la tincion ZN para cada especie
estudiada. Estos hallazgos son importantes para la
identificacion del agente etioldgico y podrian servir
de base para estudios posteriores sobre la
identificacion de las biomoléculas involucradas en la
agregacion celular de cada micobacteria.

Palabras claves: Tuberculosis; Mycobacterium
tuberculosis; Micobacterias; Medios de cultivo (fuente:
DeCS BIREME).

>>> INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una de las enferme-
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dades ampliamente distribuidas y mas devastadoras
en todo el mundo debido a su alta prevalencia,
morbilidad y mortalidad, ademas de su facilidad de
propagacion (1).

Métodos moleculares disponibles en el
mercado para la identificacién del agente etioldgico
de la TB representan una herramienta util y
prometedora, pero son caros y no cubren la variedad
de micobacterias que pueden ser identificadas con
buenafiabilidad enloslaboratorios clinicos (2).

La tipificacion del agente etiolégico es
importante debido a que las infecciones producidas
por diferentes especies de micobacterias pueden
requerir un tratamiento diferente (3). Algunas de las
técnicas deidentificacién son demasiado

Elestudio
Disefioy poblacion

Se realizé una investigacion descriptiva
microbiolégica basado en la diferenciacién colonial y
celular de diferentes especies de micobacterias
patégenas. Las especies de micobacterias fueron
obtenidas del Instituto de Medicina Tropical de Ia
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) y del
College of American Pathologists (CAP). Se utilizaron
las siguientes especies: Mycobacterium gordonae
(CAP), mycobacterium avium (secuenciamiento),
Mycobacterium marinum (UPCH), Mycobacterium
smegmatis (UPCH), Mycobacterium fortuitum (CAP),
Mycobacterium chelonae (CAP), Mycobacterium
terrea (UPCH), mycobacterium neonarum (CAP) y M.
tuberculosis (Cepa H37Rv ATCC).

Las especies utilizadas estuvieron preservadas
en medio Indicador de Crecimiento de Micobacteria
en Tubo (MIGT). Se extrajo una alicuota del medio
MIGT para cada especiey se ajustd enuntubo estérila
escala 5 de McFarland. Posteriormente se realizd una
dilucién 1/10 para ser sembradas en placas en medio
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sélido 7H11.
Preparacion de medio sélido 7h11y siembra

El medio 7H11 fue preparado segin
indicaciones del proveedor, se adicioné 100 ml de una
mezcla de acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa
(OADC), mezclando por cinco minutos (16). Se afadid
25 ml de 4cido paranitrobenzoico (PNB)y serepitié la
mezcla por cinco minutos. Se dispensd cuatro ml
aproximadamente hasta llenar la placa de 90 x 15 mm
y finalmente se dejd gelificar sin exposicion a la luz,
empaquetando las placas en papel Kraft hasta su uso.
Serealizd el control de esterilidad a 37°C por 24 horas
yluego se guardé enrefrigeracion entre cuatroaocho
°C. Las placas fueron utilizadas hasta un maximo de 30
dias pospreparacion.

Se extrajo 200 pl de la dilucién 1/10, con una
pipeta de un ml y se colocd en cinco puntos
equidistantes en la placa de 7H11, se homogenizé
manualmente moviendo la placa en circulos
concéntricos para que la siembra se extienda. Cada
especie de micobacteria fue sembrada en tres placas
paradisponer de dosrepeticiones porespecie.

Lecturaeinterpretacion

Las placas sembradas de medio 7H11 se
expusieron entre 32 °C y 37 °C, dependiendo de la
especie de micobacteria utilizada. Fueron colocadas
en una incubadora sin CO, en un laboratorio nivel |1l
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. La
lectura se realizd cada dia excepto los sabados y
domingos por un maximo de 21 dias, usando un
microscopio de fase invertida con aumento total de
100X. Al identificar el crecimiento microscépico se
procedié a la toma fotografica en cada muestra
identificada y se realizé el seguimiento microscdpico
diario hasta que las colonias presenten una forma
ovoide. Se evalud la forma tipica de cada coloniay la
formaciéon de cordones en cada especie de
micobacteria estudiada.
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Tincién Ziehl Neelsen (ZN)

Del tubo 5 de Mc Farland se colocé una
alicuota de 50 ul, se extendid en una lamina
portaobjeto limpia. Luego de su secado, se agregd
gotas de fucsina fenicada hasta cubrirlas muestras, se
realizé el calentamiento de la muestra por cinco
minutos y se decoloré con alcohol acido, se adicioné
el colorante de contraste azul de metileno por un
minuto, luego se lavd y seco para ser leida con un
aumento de 1000X. Para cada especie de
micobacteria el procedimiento de tincién se realizé
por triplicado. Se evalud la presencia de bacterias
alcohol acido resistente, asi como la formacidon de
cordones (agregacion multicelular con disposicién de
cordones) y formacién de cadenas (agregacion
unicelular en continuidad).

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. La identificacion de las especies
de micobacterias es costosa, compleja por el nivel de laboratorios
requeridos y tarda tiempo.

Principales hallazgos. Las micobacterias en el estudio formaron
cordones en medio s6lidos. La coloracion Ziehl Neelsen (ZN) mostro
diferentes patrones de agregacion celular desde los unicelulares,
cadenas y cordones en diferentes micobacterias.

Implicancias. Se debe de tener en cuenta el cuidado en la
caracterizacion de las micobacterias basada solo en la formacién de
cordones, debiendo complementarse con la coloracion ZN. El medio
solido 7H11 es de mucha utilidad en la deteccion temprana del bacilo
mediante microscopia.

RESULTADOS

La primera identificaciéon microscdpica de las
colonias de micobacterias se realizd entre el primery
decimocuarto dia (Tabla 1). Todas las micobacterias
cultivadas en el medio sdlido 7H11 presentaron el
mismo patrdn de crecimiento colonial con presencia
de cordones claramente visibles, no se encontré
diferencias morfoldgicas entre las diferentes
especies de micobacterias estudiadas (Figuras 1y 2).

Respecto a la identificacion celular de las
micobacterias por ZN, se encontraron patrones
unicelulares, cadenasy cordones (Figuras 3,4y 5).

Todas las especies fueron cultivadas y tefidas
por ZN con dos repeticiones, mostrando el mismo
patrén microbioldgico para cada especie.

Tabla 1. Caracteristicas microbioldgicas de las
micobacterias en medio 7H11anivelmicroscdpico

Tiempo minimo  Temperatura de Caracteristicas

Es_pelcie de_ paraladeteccion  crecimiento macroscopicas de la Caracteristicas de lectura
1a i opi (Grados col§nia Ziehl-Neelsen
(dias) Celsius - °C)
M. fortuitum 3 a7 . Marfil, bordgs Formacion de
irregulares y lisa cadenas cortas
M. chelonae 3 2 lBIanca, bordgs Bacilos unicelulares y/o
iregulares y lisa cadenas cortas
3 ”
W) S 9 2 lCrema, bordgs ‘ormacion de
iregulares y lisa cadenas cortas
. No detectado hasta Bacilos unicelulares
M. marinum 1 32 .
los 21 dias cortos
W GaaEe 1 37 No detedad'o hasta Formacion de
los 21 dias. cadenas largas
M. terrae 1 37 No detedad'O hasta Bacwlos~un|celulares
los 21 dias. pequefios y cortos
M. necaurum 1 37 Amarilla, bon.ies Bacilos unicelulares cortos y
regulares y lisa gruesos
M. avium 3 37 . Marfl, bordgs Diplobacilos
iregulares y lisa
M. tuberculosis 14 37 vBIanca, bordles Formacion de
irregulares y lisa cordones

Figura 1. Microfotografia a los 14 dias de
crecimiento de M. tuberculosis, 100X. La misma
formacién colonial se observé en todas especies de
micobacterias estudiadas, asi como en sus
repeticiones delos cultivos correspondientes.



>>> DISCUSION

Se ha realizado una investigacion bacterio-
légica en diferentes especies de micobacterias
patédgenas encontradas frecuentemente en el
aislamiento de muestras clinicas (17,18). En las nueve
especies de micobacterias estudiadas no hallamos
diferencias significativas respecto a la morfologia de
las colonias en medio sdlido 7H11 por microscopia de
fase invertida, a pesar de que estudios previos hacen
presumir la diferenciacion colonial microscdpica de
diferentes especies, fundamentada en las moléculas
lipidicas, proteicasy azutcares (9,11-13).

>> Figura 2. Microfotografia a los 14 dias de
crecimiento, se observan cordones de M.
tuberculosis, 100X. Los cordones se pudieron
observar en todas las micobacterias en estudio
(flecharoja)

Sin embargo, pudimos encontrar diferencias
respecto al tiempo minimo para la deteccidon
microscopica, este varid entre un dia y 14 dias siendo
un resultado importante para la determinacidn
temprana de una micobacteria. Un hallazgo de suma
importancia fue la formacidon de cordones, a nivel
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microscopico, en todas las especies evaluadas en
medio 7H11, a pesar que la literatura limita Ia
caracteristica de formacién de cordones
principalmente a M. tuberculosis. Asimismo, en esta
especie también se identificé cordones en muestras
tenidas con coloracidén ZN, siendo la Unica con esta
caracteristica, tanto en el medio liquido MIGT como
en elmedio sélido 7H11.

Figura 3. Lectura Ziehl Neelsen de M. marinum,
se observanbacilos unicelularesa1000X

Las tendencias a la agrupacion celular se
observaron en diferentes grados en las muestras
tefiidas con el método de ZN para cada especie de
micobacteria, por ejemplo, Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium marinum, Mycobacterium terrae y
Mycobacterium neoaurum mostraron un patron de
bacilos no agrupados; en Mycobacterium avium
formaban diplobacilos; en Mycobacterium fortuitumy
Mycobacterium smegmatis formaban cadenas cortas
y en Mycobacterium gordonae se observé cadenas
largas. En M. tuberculosis se observé la formacion de
cordones con el mayor patrén de agrupacidn, esto
podria relacionarse con la virulencia de la bacteria
segunlomencionado en estudios previos (14,18).

Figura 4. Lectura Ziehl Neelsen de M.

gordonae, se observan cadenasa1000X

Figura 5. Lectura Ziehl Neelsen de M.
tuberculosis, se observan cordones a1000X

Las diferentes especies de micobacterias
estudiadas son capaces de formar cordones en
etapas tempranas en el medio 7H11, tal como se
observan enlasfiguras. La formacién de cordones fue
reportada por primera vez por Robert Koch y fue



atribuida a una relacidn entre la virulencia y el
fenotipo de M. tuberculosis (18), posterior a esto,
otros estudios reportaron la formacién de cordones
por otras especies de micobacterias (19).

La relevancia clinica de estos hallazgos radica
en que varias técnicas de diagndstico como el MODS
se basan en la identificacion microscdpica de los
cordones en M. tuberculosis (16), esto podria conducir
a una mala identificacion de otras especies de
micobacterias, que también presentan cordones en
medio sdlido, ocasionando un mal diagndstico.
Incluso se podria reportar una M. tuberculosis
resistente a las drogas cuando en realidad es otra
micobacteria con resistencia natural a ciertas drogas
antituberculosas, siendo necesario otro esquema
terapéutico (34). Adicionalmente, seria importante
tomar en cuenta al medio sdélido 7H11 para el
aislamiento e identificacién de resistencia a drogas

debido a la mejor bioseguridad y al corto tiempo de
crecimiento de las micobacterias, comparado con el
MODS o elmedio de Léwenstein-Jensen.

Las limitaciones del presente estudio fueron:
no realizar microscopia electrdnica para observar la
ultraestructura de agregacion a nivel celular de las
micobacterias; no incluir al M. tuberculosis resistente
para observar sus caracteristicas morfoldgicas a nivel
microscdpico, y no identificar los componentes
moleculares de las especies que estan relacionadas
con la estructura colonial. A pesar de las limitaciones
el presente trabajo es innovador y resalta los
hallazgos de laidentificacion de cordones entodaslas
micobacterias estudiadas, pudiéndose observar la
agregaciony laformacién de cordones, incluso desde
etapas muy tempranas, como se comprobd en la
tincion ZN de M. tuberculosis. Estos hallazgos son de
suma importancia para el correcto diagndstico del
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agente etioldgico, asi como el uso de la microscopia
defaseinvertidayelmedio sélido 7H11.

Se concluye, que todas las especies de
micobacterias estudiadas fueron capaces de formar
cordones en fase temprana, en medio 7H11, usando
microscopia de faseinvertida. Utilizandola coloracidn
ZN se encontraron patrones diferenciales en la
agregacion celular en la mayoria de las especies,
siendo estos hallazgos de suma importancia para la
identificacion del agente etioldgico. Estos hallazgos
podrian servir de base para estudios posteriores
sobre la identificacion de las biomoléculas
involucradas enlaagregacion celular, relacionada con
lavirulencia de cadamicobacteria.
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>>> Son muchos los cambios y adaptaciones que debe sufrir el cuerpo de una mujer
gestante,la mas importantes es la del sistema hemostatico ya que conlleva el riesgo de
incrementar la posibilidad de eventos trombéticos. Existen trombofilias genéticas o
adquiridas que aumentan el riesgo de trombosis asociada al embarazo. En la actualidad este
tipo de patologias es tratada por medio de la admiracion de aspira en los primeros meses y
luego heparina de bajo peso molecular, por lo que es vital el seguimiento de estas pacientes por
el laboratorio, el dimero D y la agregaciéon plaquetaria espontanea, constituyen
procedimientos experimentales eficaces paraeste control.

AUTORES Instituto de Hematologia e Inmunologia.
Apartado 8070, LaHabana, CP 10800, CUBA.
Loreta Rodriguez Pérez, E-mail: rchematologia@infomed.sld.cu
Dunia C. Castillo Gonzalez
RESUMEN
Instituto de Hematologia e Inmunologia. La Habana,
Cuba. Durante el embarazo, la hemostasia materna
se caracteriza por ser un estado protrombdtico en el
CORRESPONDENCIA cual se producen cambios en el sistema hemostatico.

Lic. LoretaM Rodriguez Pérez. La adaptacidon del sistema hemostatico




materno al embarazo predispone a la madre a un
riesgo incrementado de evento trombdtico y la
presencia de trombofilias genéticas o adquiridas
concomitantes aumenta el riesgo de trombosis
asociada al embarazo. La tendencia actual en la
terapéutica es administrar bajas dosis de aspirina
como profilaxis de eventos trombdticos desde el
momento de la concepcidn, hasta el inicio del tercer
trimestre, donde se administra heparina de bajo peso
molecular para evitar sangrados en el momento del
parto. La evaluacién de estos farmacos reviste gran
importancia en el seguimiento de estas pacientes por
el laboratorio, para definir conductas terapéuticas,
porlo que este estudio demuestra que eldimero Dy la
agregacion plaquetaria espontanea, constituyen
procedimientos experimentales eficaces para evaluar
la terapia antiagregante y anticoagulante en
embarazadas con tendencias trombdticas. Se pudo
comprobar un aumento enlos niveles de dimero D de
las gestantesy enalgunos casos su valor se duplicd en
el segundo y tercer trimestre, e incluso en el
puerperio; sin embargo, con la conducta terapéutica
seguida no se observaron aumentos por encima de 3
pg/mLy laagregacion plaquetaria por encima del 40 %
permitié definir la interrupcién del embarazo.
Finalmente, es bueno destacar que con eluso de estas
herramientas utiles en el seguimiento de gestantes
con trombofilias, se ha logrado introducir a la
sociedad 61neonatos que gozan de excelente salud.

Palabras clave : dimero D, agregacion plaquetaria
espontanea, trombofilias,embarazo

>>> INTRODUCCION

El estado de hipercoagulabilidad o tromboofilia,
constituye una alteracion hereditaria o adquirida del
balance entre los factores procoagulantes y
anticoagulantes que determinan un aumento del
riesgo de trombosis venosas, arteriales 0o ambas.(1)

Durante el embarazo la hemostasia materna
se caracteriza por ser un estado protrombdético en el
cual se producen cambios en el sistema hemostatico,
con el objetivo de prevenir una posible hemorragiaen
las primeras etapas de la gestacion, partoy puerperio.
Sin embargo, la adaptacion del sistema hemostatico
materno al embarazo predispone a la madre a un
riesgo incrementado de evento trombodtico y la
presencia de trombofilias genéticas o adquiridas
concomitantes aumenta varias veces mas el riesgo de
trombosis asociadaal embarazo. (2)

Recientemente se ha evaluado la utilidad del
dimero-D para predecir recurrencias de trombosis en
diferentes padecimientos protrombdticos y se probé
la hipdtesis de que los niveles elevados de dimero D,
medidos rutinariamente durante el seguimiento de
un paciente, identifican la existencia o no de un
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estado de hipercoagulabilidad, condicionando un
mayor riesgo de trombosis. (3,4)

Por otra parte, la agregacion plaquetaria sin
agonistas, también denominada agregacién
plaquetaria espontdnea, se asocia con varias
enfermedades trombdticas y su presencia por si sola
se considera compatible con un estado de
hiperagregacion o de activacion plaquetaria excesiva
que causatrombosis. (5)

En general, la tendencia actual en la
terapéutica de mujeres embarazadas que han tenido
pérdidas fetales recurrentes es administrar bajas
dosis de aspirina como profilaxis de eventos
trombdticos, desde el momento de la concepciodn,
hasta el inicio del tercer trimestre, donde se comienza
a administrar heparinas de bajo peso molecular para
evitar sangrados en elmomento del parto. (6,7)

La evaluacion del comportamiento de estos
farmacos reviste gran importancia en el seguimiento
de estas pacientes para definir conductas
terapéuticas, por lo que con el desarrollo de este
estudio se pretende demostrar que el dimero D y la
agregacion plaquetaria espontdanea constituyen,
entre otras, metodologias necesarias para evaluar la
eficacia de la terapia antiagregante y anticoagulante
en mujeres embarazadas con tendencias
trombdticas.

>>> METODOS

El estudio se realizd en el Laboratorio de
Hemostasia del Instituto de Hematologia e
Inmunologia, entrelos afios 2011y 2015.

Se incluyeron 61 pacientes embarazadas con
antecedentes de 2 o mas pérdidas recurrentes de
embarazos, a las que se les autorizé comenzar la
gestacion, previa profilaxis con antiagregante y
tratamiento sustitutivo con acido félico 5 mg al dia. Al
transcurrir la gestacion se establecié trombo-
profilaxis con heparinas de bajo peso molecular
(HBPM) (nandroparina sédica o enoxaparina segun
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disponibilidades) y en funcién de los parametros del
laboratorio. La edad de las gestantes estuvo
comprendida entre 19y 45 afos.

La evaluacion de los marcadores dimero D y
agregacion plaquetaria espontdnea se realizd
teniendo en cuenta los 3 trimestres del embarazo:
primer trimestre, mensual; segundo trimestre,
quincenal y tercer trimestre, semanal o quincenal
segunevoluciondela paciente.

Las evaluaciones fueron asistidas por un
equipo multidisciplinario que incluyd, hematdlogos,
especialistas en laboratorio de hemostasia, obstetras
y expertos enimagenologia obstétrica.

Las extracciones de sangre, se realizaron por
venipuntura, entre las 7:00 y 9:00 am, con ayuno de 8
horas y sin otro medicamento que no fueran la
aspirina o HBPM en las dosis indicadas por los
especialistas de hematologia.

Las muestras de sangre se recogieron en
proporcion 9:1 en citrato acido de sodio al 3,2 %, para
obtener plasma rico en plaquetas por centrifugacion
con ajuste de plaquetas a 250 mil y plasma pobre en
plaquetas por centrifugacién a 3000 rpm por 10
minutos para las determinaciones de agregacion
plaquetaria espontdanea, por el método
turbidimétrico en Platelet Aggegation Profiler PAP 8
BIO/DATA Corporation,(5) y dimero D, por el
procedimiento de aglutinacion por latex de la firma
STAGO (Kit D-DiTest REF 00454), respectivamente.

>>> RESULTADOS

De las 61 pacientes evaluadas, 4 fueron
diagnosticadas con factor V Leiden, 3 con deficiencia
de la mutacién G20210A gen F2; 16 con sindrome de
plaquetas pegajosas (SPP), 25 con sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos (SAAF), 2 con déficit de
proteina S, 1 con déficit de proteina C y 10 sin
diagndstico, pero evaluadas enla consulta.

Solo 5 gestantes presentaron trombosis



venosa profunda en miembros inferiores en el primer
trimestre de embarazos anteriores. Sin embargo,
luego de ser tratadas en la consulta del Instituto de
Hematologia e Inmunologia, no presentaron estos
eventos durante el seguimiento y evaluacién
periddicos, segiinlos resultados dellaboratorio.

Un total de 17 embarazadas mantuvieron
niveles elevados del dimero D (entre 0,5y 1 yg/mL)
durante el primer trimestre, con predominio de
aquellas con diagndstico de SAAF; no hubo cambios
significativos en los patrones de agregacion
espontanea, en todos los casos se mantuvieron en
niveles normales (entre 0y 5%).SeincorporélaHBPM
altratamiento.

En el segundo trimestre se mantuvieron con
niveles elevados de dimero D 9 embarazadas y otras
15 comenzaron a mostrar niveles entre 0,5y 1 pyg/mL,
con ligeros aumentos en la agregacion plaquetaria
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agregaciones espontdneas por encima de 12 %Z y en
algunos casos del 20 %. En este grupo predominaron
gestantes condiagndstico de SAAFy SPP.
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niveles entre 0,5y 1 ug/mL y solo 7 entre 1y 3 pg/mL,
los valores elevados de agregacion plaquetaria
espontanease normalizaron en el puerperio.
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la fibrina y su presencia indica un proceso de
fibrinolisis posterior a una trombosis. Los niveles
elevados de dimero D se pueden observar en varias
situaciones clinicas, en las cuales existe degradacion
de la fibrina por la plasmina, pero fundamentalmente
entrombosisreciente.(8)

Durante el embarazo, se produce una
activacion fisioldgica progresiva del sistema
hemostatico con el fin de preparar a la gestante para
el parto. Del mismo modo, los niveles de dimero D
sufren un incremento progresivo alo largo de todo el
embarazo, que reflejan una activacidon de la
coagulacién, un aumento de la fibrindlisis o una
combinacién de ambos.(9)

En el presente estudio para la determinacidon
del dimero D, se utilizd la prueba de aglutinacién
inmunolégica, que contiene particulas de latex
recubiertas con un anticuerpo monoclonal especifico
para el dimero D, que se encuentra entrecruzado con
la fibrina. Estas particulas de latex producen
agregados macroscopicos Unicamente en presencia
de derivados de fibrina que contengan el dimero D. El
ensayo no reconoce al fibrindgeno, aunque estos se
encuentren a elevadas concentraciones; por tanto
esta prueba detecta con exactitud la presencia del
dimero D directamente en plasma, es una prueba
semicuantitativay el resultado positivo es mayora 0,5
pg/m:, que es el limite de deteccién.(10-12)

La medicion del porcentaje de agregacion
plaquetaria espontaneay de los niveles del dimero D
proporciond informacién valiosa ya que niveles bajos
tienen un alto valor predictivo negativo, por lo tanto,
un dimero D positivo 0 una agregacion espontanea
plaquetaria siempre requiere una prueba de
confirmacion y por supuesto de un cambio en la
conductaterapéutica.

En el estudiorealizado, se comprobd que hubo
un aumento leve en los niveles de dimero D de las
gestantes y que en algunos casos su valor se duplicé
en el segundo y tercer trimestre; respectivamente, e
incluso en el puerperio. Sin embargo, con la conducta
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terapéutica seguida no se observaron aumentos por
encima de 3 pg/mL y en el caso de la agregacion
plaquetaria espontdnea con porcentajes por encima
del 40 % permitié definir lainterrupcién del embarazo.

Finalmente es de destacar que con el uso de
estas herramientas utiles que constituyen
marcadores trombdticos en el seguimiento de
gestantes con trombofilias, se ha podido introducir a
la sociedad 61 neonatos que gozan de excelente
salud. @
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Los investigadores se han planteado silos polimorfismos en el gen COMT pueden influir
en los efectos de la vitamina E sobre la prevencion del cancer. COMT codifica dos formas
diferentes de la enzima catecol-O-metiltransferasa, enzima que como su nombre indica es
responsable de transferir un grupo metilo entre grupos concretos de moléculas.

>>> AUTORES
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Una considerable proporcién de personas
(cerca de un 50% de adultos en los EE.UU.) toma
suplementos de vitaminas de forma habitual.

Teniendo en cuenta que las variaciones en nuestro
genoma pueden influir en cémo nuestro organismo
metaboliza los diferentes alimentos y farmacos,
¢podrianinfluir también en el efecto de las vitaminas?

Un estudio del Brigham and Women's Hospital
de la Universidad de Harvard sugiere que si, al
encontrar que la variacion genética en un gen puede
influir en el efecto de la vitamina E sobre el riesgo a
desarrollar cancer.




El alfa-tocoferol o vitamina E, conocido
principalmente por sus propiedades antioxidantes,
también participa en diversas funciones del sistema
inmunitario. Durante mucho tiempo se ha planteado
si su utilizacidon podria resultar protectora para el
desarrollo de diversas patologias como las
enfermedades cardiovasculares o el cancer.

Sin embargo, hasta el momento, los ensayos
clinicos no han sido concluyentes y no hay evidencias
suficientes como para recomendar su consumo como
suplemento para prevenir enfermedades.

En el reciente estudio, los investigadores se
han planteado si los polimorfismos en el gen COMT
pueden influir en los efectos de la vitamina E sobre la
prevencion del cancer. COMT codifica dos formas
diferentes de la enzima catecol-O-metiltransferasa,
enzima que como sunombreindica esresponsable de

transferir un grupo metilo entre grupos concretos de
moléculas. Una de las formas de COMT se expresa 'y
actlia principalmente en cerebro, donde es
responsable de mantener los niveles de algunos
neurotransmisores. La otra forma, de menor tamafio,
se expresa en otros tejidos y contribuye a controlar
los niveles de diversas hormonas. En un estudio
anterior, los investigadores del equipo habian
encontrado que los polimorfismos en COMT
modifican el efecto del alfa-tocoferol en la tasa de
enfermedad vascular en los participantes del
proyecto WGHS (Women's Genome Health Study en
sus siglas en inglés). En este caso, se plantearon silo
mismo podia ocurriren cancer.

Para responder a esta cuestidon los
investigadores tomaron datos de dos ensayos: el
WGHS, en el que participaron mas de 23.000 personas
y una submuestra del estudio ATBC

@ )

MGASES - Especificaciones Técnicas

Parametros Medidos: pH: Rango 6,000 a 8,000
pCO2: Rango 5 a 200 mmHg

pO2: Rango 0 a 500 mmHg

Otros Parametros: HGB, HCO3, pHstd, Bstd, EBp,

5

EBs, 5at02, CtO2, CtCO2

- Ingreso de muestra por Aspiracion de tubo o jeringa,
Inyeccién y Micrométodo.

- Bajo consumo de reactivos.

- Bajo costo por determinacién.

- Volumen de muestra de 80Ql para los 3 parametros.
- Medicion de sangre entera.

- Display interactivo de 10 pulgadas.

- Led de Estado del equipo para diferentes tareas.
- Realiza hasta 30 muestras hora.

- Impresién de ticket.

- Interfaz gréafica de facil comprensién y uso.

- Utiliza reactivos individuales.

- Memoria de paciente hasta 10000 posiciones.

- Fuente externa de 12V.

- Modo Bateria con autonomia hasta 6 Hs.

Caracteristicas Técnicas:

0

&210mm(L)x4ZOmm(A)x340mrn(P)
220VCA,50/60Hz 45W MAX.

& 16Kg

4.,

y/o residuo lleno.

- Puerto USB para:

- Lectora de codigos de barras para el ingreso de datos
paciente como ingreso de reactivos (opcional).

- Teclado para ingreso de datos de paciente (opcional).

N

%

A Av. Triunvirato 4135 5° piso - C1431FBD - Buenos Aires - Argentina

% RIQAS &

- Alarma de aviso de frascos para bajo nivel de reactivos

AADEE..

Fabricante y Representante Exclusivo para Equipos de Bioguimica,
Medicina General, Fisica Nuclear, Neurocirugia, Radiocirugia e Investigacion

£ www.aadee.com (2 info@aadee.com.ar
£~ (54-11) 4523-4848 (Rot.) 8 (54-11) 4523-22
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(Alpha-Tocopherol Beta- Carotene Cancer Prevention)
queincluia 4.600 participantes. El equipo considerd el
consumo de alfa- tocoferol o placebo, la presencia de
un conocido polimorfismo de COMT, que consiste en
un cambio del aminoacido valina por metionina que
afecta a la actividad enzimatica, y la aparicidon de
cualquiertipode cancer.

Los resultados del trabajo muestran que
existen diferencias en los efectos de la vitamina E
entre las personas portadoras de dos copias del alelo
con aminoacido valina (la presencia de dos copias del
alelo con valina supone una mayor actividad
enzimdtica COMT) y las personas portadoras de dos
copiasdealel metionina.

Aquellas participantes con dos copias para el
alelo metionina que tomaban vitamina E mostraban
una tasa de cancer 14% menor que las que tomaron
placebo.

Por el contrario, aquellas portadoras de dos
variantes Val que tomaban vitamina E como
suplemento presentaron una tasa de cancer un 16%
mayor que las que tomaron placebo.

“Estudios observacionales de personas
tomando vitamina E han reportado beneficios y los
estudios en modelos animales han sugerido un efecto
protector, pero cuando los suplementos de vitamina
E son testeados en ensayos clinicos controlados
frente a placebo los resultados fueron nulos”, ha
seflalado Kathryn Hall, investigadora en Brigham and
Women's Hospital y primera autora del trabajo. “Esto
hace facil asumir que la vitamina E simplemento no
funciona. Sin embargo, lo que hemos encontrado es
que podria ser protectora en unosy no enotros, y que
la variacion genética estd relacionada con este
resultado”.

Los resultados, que deberan ser confirmados
en otros estudios, plantean que el efecto beneficioso
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que durante mucho tiempo se ha otorgado a la
vitamina E y que no se ha podido confirmar en
ensayos a gran escala podria depender de la variacién
genética de cada persona. En paralelo, ademas,
sugieren que en algunas personaslos suplementos de
vitamina E podrian resultar perjudiciales en cuanto al
riesgo a desarrollar ciertas enfermedades. Los
investigadores recomiendan la necesidad de realizar
otros estudios que evallen la influencia de la
variacion genética en los beneficios o posibles dafios
de los suplementos, que, como la vitamina E, se
utilizan para promocionarlasalud.

> >> REFERENCIA

Hall, K et al. COMT modifies alpha- tocopherol effects
in cancer prevention: gene- supplement interactions
in two randomized clinical trials. JNCI, 2019 DOI:
http://dx.doi.org/10.1093/jnci/ DJY204

>>2> FUENTE

Genetics may influence the effects of vita-min E on
cancer risk. https://www.eurekalert.org/
pub_releases/2019-01/BAWh-GMIo10819.php
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FORMACION DE POSGRADO

>>> EDUCACION A DISTANCIA

Actualizacion en Hemostasia y Coagulaciéon
Inscripcion: permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del Litoral)
E-mail: formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
Web: www.fbcb.unl.edu.ar

Liquidos de puncién: Laboratorio Bioquimico-
clinico

Inscripcion: Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del Litoral)
Lugar: Santa Fe, Argentina

Tel: 54-342-4575216 int. 122

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

Monitoreo Terapéutico de drogas

Inscripcion: Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del Litoral)
Lugar: Santa Fe, Argentina

E-mail: formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
Web: www.fbcb.unl.edu.ar/app/cursos

Bioquimica Clinica de los Liquidos y Electrolitos
Inscripcién Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del Litoral)
E-mail: formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar
Web: www.fbcb.unl.edu.ar/app/cursos

Curso Superior de capacitacion Bioquimica en
Emergentologia y Terapia Intensiva
Fecha: A confirmar 2019

Duracion: 2 afos

Organiza: Colegio Bioquimico de Santa Fe
Modalidad: Campus Virtual

Email: infobioquimicos@sati.org.ar

Curso de Control Microbiolégico de Aguas
Fecha: 5 de Abril

Modalidad: Virtual

E-mail: procal@fba.org.ar

Biologia Molecular: Aplicaciones clinicas
Fecha: 8 de abril

Organiza: ABA

Lugar: A Confirmar

Email: cursos@aba-online.org.ar

Curso Anual de Actualizacién en Bioquimica
Clinica

Fecha: 22 de abril

Organiza: ABA

Lugar: A Confirmar

Email: cursos@aba-online.org.ar

Herramientas Basicas de Biologia Molecular
Fecha: 15 de mayo

Organiza: ABA

Lugar: A Confirmar

Email: cursos@aba-online.org.ar




>>> PRESENCIALES NACIONALES

Gestion de Calidad en Citometria de Flujo
Fecha: abril 2019

Modalidad: presencial

Lugar: CABA Argentina

Email: grupocitometria@gmail.com

Curso de Bioética en la investigacion, la Docencia
y el Laboratorio Asistencial

Fecha: 8 de Abril 2019

Organiza: Cubray FBA

Web: campus.fba.org.ar

VI Curso Bianual de Especializacion en
Endocrinologia Ginecolégica y Reproductiva
Fecha: Abril 2019

Lugar: Universidad Nacional de Cérdoba Catedra
de Ginecologia (Cérdoba)

Tel: (011) 496102901

Email: saegre@saegre.org.ar

Neuroradiologia Diagndstica e Intervencionista
Fecha: 6 de Mayo 2019

Organiza: UCC

Lugar: Cérdoba

Web: info@fjs.ucc.edu.ar

V Congreso Argentino de Fibrosis Quistica
Inicio: 9 al 11 de mayo

Lugar: Hotel panamericano de Buenos Aires
Organiza: A.P.A.FiQ

Web: www.apafig.org

Congreso SADI 2019
Fecha: 9 al 11 de Mayo

Lugar: Tucuman

Organiza: Sociedad Argentina de Infectologia
E-mail: secretaria@sadi.org.ar

Web: www.sadi.org.ar

Il Congreso COFYBCF 2019

Inicio: 16-17 al 18 de mayo

Lugar: Rocamora 4045 Capital
Organiza: COFYBCF

Web: farmaceuticos@cofybcf.org.ar /
bioquimicos@cofybcf.org.a

Tel: 4862-0436/1020 4861-3273/1289

Il Congreso Cientifico Profesional de Bioquimica
Fecha: 12 al 15 de junio de 2019

Lugar: Cdrdoba, Argentina

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

73° Congreso Argentino de Bioquimica
Fecha: 20 al 23 de agosto 2019

Lugar: Hotel Panamericano Buenos Aires
Argentina

Organiza: ABA

Tel: 011-43812907

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

EXPO FYBI: Exposicion y Congreso Internacional
de Farmacia y Bioquimica Industrial

Inicio: 10 a 13 de septiembre 2019

Lugar: Costa Salguero, Buenos Aires, Argentina
Email: www.expofybi.org

XV Congreso Argentino de Microbiologia CAM
2019

Fecha: 25 al 27 de Septiembre

Lugar: CABA

E-mail: info@aam.org.ar




CUBRA XV

Fecha: 25,26 Y 27 de Setiembre 2019
Resistencia, Chaco, Argentina

Organiza Colegio Bioquimico de Chaco

E-mail: congresocubra_chaco2019@gmail.com

X Congreso del grupo Rioplatense de Citometria
de Flujo

Fecha: octubre 2019

Modalidad: presencial

Lugar: Mendoza Argentina

Email: grupocitometria@gmail.com

>>> PRESENCIALES INTERNACIONALES

223 ° Congreso Europeo de Medicina de
Laboratorio IFCC-EFLM. (EUROMEDLAB 2019)
Fecha: 19 a 23 de mayo 2019

Lugar: Barcelona, Espafia

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

E-mail: info@euromedlab2o19barcelona.org

XIX Congreso Panamericano de Infectologia
Inicio: 29 de mayo al 1 de junio 2019

Lugar: Centro de Convenciones de la Conmebol
Paraguay

Email: apinfectologia.com

Organiza: API Paraguay

Scientific Meeting and Clinical Lab Expo
Fecha: Del 4 al 8 de agosto

Lugar: California, USA

E-mail: aacchousing@spargoinc.com

2019 ESP-IUPB World Congress

17tt International Congress on Photobiology
Fecha: 25 al 30 de agosto 2019

Lugar: Barcelona, Espafia

Organiza: Light & Life

Email: photobiology2019@mci-group.com

XXIV Congreso Latinoamericano de Bioquimica
Clinica. COLABIOCLI 2019

Fecha: 10 a 13 de Setiembre 2019

Lugar: Megapolis Convention Center (Panama)
Email: conalacpanamato@gmail.com

Web: colabioclipanama2019.com

15th APFCB CONGRESS 2019
Fecha: 17 a 20 de Noviembre 2019
Lugar: JECC, Jaipur, India

Tel: +91 9958391185

Email:

Web: apfcongress2019.org

24° Congreso Internacional de Quimica Clinica 'y
Medicina de Laboratorio

Fecha: 24 al 28 de Mayo 2020

Lugar: Coex, Seul Corea

Organiza: IFCC Word Lab

Tel: +3902 66802323




BIOAGENDA /[EMPRESAS

>>> AADEE S.A.

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

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

> >2> Abbott Laboratories Argentina S.A.
Ing. Butty 240, piso 12 (1001)

Ciudad Auténoma 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

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

Bahia Blanca: Pert 150 (8000)
Tel. (54 291) 4551794

Fax. 54-291-451-4416

Buenos Aires:

Cbtes. Malvinas 3087 (1427)

Tel. (54 11) 4523-9901

Fax. (54 11) 4522-4322

Mendoza: Juan B. Justo 561 (5500)

Tel. (54 261) 425-2002
Fax. (54 261) 425-9966

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

Fax. (54 299) 447-3556

Santa Rosa: Allem 705 (6300)
Tel/Fax. (54 2954) 41-0011
Trelew: Inmigrantes 557 (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.

lturri 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 Auténoma 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

>>> ETCInternacional 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

>>2> GematecS.R.L.
Avalos 3651 (1605)

Munro - Buenos Aires

Tel: (54 1) 4794 75757676

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

>>> |ACA LABORATORIOS

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

Tel: (54 291) 459 9999

Fax: (54 291) 459 9996/ 8

- Suipacha 1322 PB “B”

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

>>> 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
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>>> Laboratorio de Medicina
Olaya 1644 (1414)

Ciudad Auténoma 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) 6842 1200
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
Tellfax: (54 11) 4858 0636
info@montebio.com.ar
www.montebio.com.ar

> >2> Productos Roche S.A.Q.el.
Rawson 3150

B1610BAL Ricardo Rojas

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



63

@ a R DO DO Oric
Dr. Adolto D an 990/994 A alab O 676 (1414
dad A onoma de Buenos Aire dad A onoma de Buenos Aire
o / Q70 e Vi 4858-7000
entas(@o a.Co 3 aboratorio(a amboulia 0 -
O a.Co = amboulia O =
C C = 2C C 0 J
3 eg do Aguero 830 (160 omba 964 (14
O, Buenos Alre dad Autonoma de Buenos Ailre
o A Vi 6816 e 4 4 0010 [/ 4859 00
03 are.sieme om.a d 4 ]
eme ea eers.ar(@sieme O o(awtecnolab.co =

Revista

\ g (\Q\\S\S

aivo 15 W ]

Beneficios de la Revista Digital:
- Busqueda por “palabra clave”.
- Imprimir las paginas que desee.

- Descargar notas en PDF.

L\@m r&\ R
\\3\

i




>>2> 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

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
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.
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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.

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

Toxicologiay 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.

> >2> Equipamiento e Insumos
para Laboratorios

Acreditacion de Laboratorios
Biodiagnostico S.A.
Agitadores

BIOARS S.A.

ETC Internacional S.A.
Instrumental Bioquimico S.A.
Aparatos de Medicién
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.
Citémetros

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

Tecnolab s.a.

Coagulémetro

AADEE S.A.

BIOARS S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Espectrofotémetros

BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Gases en sangre y electrolitos
AADEE S.A.

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
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 ISO 15.189)

MANLAB

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

IRAM-NM-1SO 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 1SO 15.189)

MANLAB
(Acreditado en Biologia Molecular en

Fundacién Bioquimica Argentina)



Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

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

Laboratorio receptor de derivaciones
en Inmunologia

MANLAB
Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

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

Laboratorio receptor de derivaciones
en Inmunoserologia

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma ISO 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 segtin

Resolucién N° 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 Gendmica

MANLAB

&Acreditado en Biologia Molecular en
undacién Bioquimica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el estandar
MA2 de la Fundacién 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.

Gendmica - 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.
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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.

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

Siemens Healtcare
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