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Aplicacién de la nanobiotecnologia
con el sistema CRISPR-cas

Para despedir este 2019 Revista Bioanalis les acerca mucha

informaciéon y actualidad .El sistema CRISPR-cas es una
herramienta molecular utilizada para “editar” o “corregir” el
genoma de cualquier célula. En esta ediciéon encontraran un
trabajo sobre la aplicacion de la nanobiotecnologia en este
sistema. El iopamidol es un medicamento utilizado como medio de
contraste pararayos X. En una interesante investigacion se estudia
lainterferencia en el proteinograma por electroforesis capilar y su : ’ = W Ly
relacién con la funcién renal. MANLAB en esta oportunidad nos / n‘\\‘ \ ,"
presenta una revision sobre los ajustes alternativos en la \ g \‘)‘\ Q.
distribucion de datos de ELISAs comerciales. Una nueva forma de “‘ W
diagnosticar Leucemia linfoblastica con compromiso de SNC es la " SNy
evaluacién del liquido cefalorraquideo por citometria de flujo.
Aqui les traemos un extenso estudio, que derriba muchas mitos
sobre cudl es el método de oro para este tipo de diagnéstico.
Laboratorios IACA presenta marcadores angiogénicos de
preeclamsia y su relacién sflt-1/ pigf. La Transglutaminasa
prostatica parece ser el futuro del diagnéstico y el tratamiento del
cancer de préstata. Un nuevo desafio se nos plantea hacia el futuro.
También les acercamos un trabajo sobre Implementaciéon del
algoritmo reverso para el cribado de sifilis en un laboratorio
clinico, cuando hablamos de sifilis estamos hablando de un
problema de salud publica y la sifilis congénita una problematica
emergente a nivel mundial, es necesario seguir en esta linea para
encontrar el mejor camino hacia un diagnéstico certero .Por tiltimo
Bioars presenta el sistema Idylla™ para diagnéstico en oncologia
molecular.
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Todos los que hacemos mes a mes Revista Bioanalisis
queremos agradecerles a nuestros lectores y auspiciantes por
seguir confiando en nosotros un afio mas, esto nos obliga a
redoblar esfuerzos para continuar siendo cada aino mejores.

Es nuestro mayor deseo que estas fiestas estén colmadas de
buenos augurios y que el 2020 sea un gran afo.

Biog. Evelina Rosales Guardia
Directora de Contenidos
info@revistabioanalisis.com
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Bioars culmina el 2019 con un importante
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otecnologia

La revoluciéon nanotecnolégica abarca distintas ciencias, entre ellas: fisica,
quimica, ingenieria y biologia. Junto con el sistema CRISP/Cas introducen conceptos

nuevos y permite el desarrollo de técnicas que constituyen la base experimental de la
genética molecular y de la bioquimica pudiendo ser utilizados no solo a este nivel sino
como curay tratamiento de distintas enfermedades.
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>>2> RESUMEN

Introduccién: La nanobiotecnologia y la biologia
sintética son ciencias que impactan en la actuali-
dad con el lanzamiento de aplicaciones innova-
doras y beneficiosas para el ser humano, estas
ciencias se han fusionado para fabricar nuevos




componentes para la construccién de células
totalmente artificiales y la creacién de biomo-
[éculas sintéticas.

Objetivo: Conocer las aplicaciones de la nanobio-
tecnologia relacionadas con el uso del sistema
CRISPR/Cas en el almacenamiento de informacién
en el ADN bacteriano y alternativas terapéuticas.
Materiales y métodos: Se realizd una revisidn
bibliografica sobre las principales aplicaciones de
la nanobiotecnologia, en las bases de datos
ScienceDirect, SciELO, PubMed y en revistas
como: Nature biotechnology, Biochemistry,
ScienceyJournal Microbiology.

Resultados: La revision de literatura describe y
analiza las nuevas aplicaciones nanobiotecno-
Iégicas utilizadas para escribir informacién en el
cddigo genético de las células bacterianas, en el
que se emplean el sistema basado en repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR/Cas) y la produccién de
ADN sintético, asi como las alternativas terapéu-
ticasrelacionadas conlaterapiagénica.
Conclusién: Entre las aplicaciones nanobiotecno-
légicas se han demostrado dos métodos para
grabar informacion en el ADN de células bacte-
rianas, de Escherichia coli y Sulfolobus tokodai
vinculados con el empleo del sistema CRISPR/Casy
la produccion de ADN sintético, asi como el uso del
CRISPR/Casenlaterapiagénicay celular.

Palabras clave: Biotecnologia; ADN recombi-
nante; proteinas asociadas a CRISPR; memoria
inmunoldgica; ingenieria genética. (Fuente: DeCS,
Bireme).
>>> INTRODUCCION

La ciencia haido evolucionando desde siglos
atrds, realizando investigaciones centradas en la
busqueda de métodosinnovadores que aportenal

desarrollo de nuevas herramientas de diagndstico
y tratamiento de patologias, siendo la nanobio-

tecnologiauno delos campos que despiertamayor
interés en la investigacion en el siglo XXI, Esta es
una ciencia que ha generado gran impacto por ser
una herramienta utilizada para la identificacion de
nuevas tendencias de innovacion como aporte al
desarrollo de lananomedicina, ofreciendo solucio-
nes en el diagndstico, prevencion, y tratamiento
de enfermedades; en ingenieria genética, ha
permitido la implementacién de nuevos métodos
para guardar informacion portatil en el ADN de

microorganismos vivos®.

La ingenieria genética permite la trans-
ferencia programada de genes entre distintos
organismos para fabricar nuevos componentes, la
construccién de células eucariotas y/o procariotas
totalmente artificiales y la creacién de biomolécu-
las sintéticas (2). La introduccidn de la tecnologia
del ADN recombinante ha producido un cambio
significativo en este campo de experimentacion,
puesto que permite clonar, disefiar y sintetizar
nuevos genes que pueden introducirse en un
organismo para conseguir la expresion de los
mismos(3).

La nanotecnologia (deriva del griego nanos
que significa enano) se define como el control dela
materia a escalas entre 1y 100 nandmetros(4), el
término fue acufado en 1974 por el japonés
Taniguchi Norio y sin embargo, fue Richard
Feynman (premio Nobel de Fisica en 1965) con su
famosa conferencia titulada "Hay mucho espacio
en el fondo", quién sentd las bases para el
desarrollo de la nanotecnologia, con la idea de
fabricar objetos “dtomo por dtomo”, recalcando
las leyes de la mecdnica cudntica, que no excluian
la posibilidad de construir maquinas del tamafio de
moléculas(s,6).

Se estima que la conferencia de Feynman,
definid los referentes tedricos de lo que en Ia
actualidad la comunidad cientifica internacional



cataloga como uno de los proyectos mas innova-
dores y ambiciosos de la ciencia moderna (7). Las
ideas de Feynman, no tuvieron gran repercusion
hasta al menos dos décadas después, cuando otro
investigador destacado Eric Drexler, a comienzos
de la década de los 80, insinud la posibilidad de
crear sistemas tecnolégicos con biologia
molecular (5). En1986, Drexler publicé el libro “Los
motores de la creacién”, en el que vislumbro el
futuro de lo que se conoce como nanotecnologia
molecular. En Japdn en 1991 Sumio lijima inicid el
desarrollo de una amplia gama de microscopios de
sonda de barrido que lograron imagenes a escala
atodmica sumado al descubrimiento de los
nanotubos de carbono (NTC), nanobiosensores de
excelentes propie-dades mecdnicas y eléctricas

(8,9).

La revolucién nanotecnoldgica abarca dis-
tintas ciencias, entre ellas: fisica, quimica, ingenie-
riay biologia; contempla conceptos nuevos con un
compendio de técnicas que se desarrollaron en los
ultimos 30 afios y que constituyen la base experi-
mental de la genética molecular y de la bioquimica
(9). La creacién de uno de los primeros sistemas
nano biotecnoldgicos fue la produccién de
proteinas y la tecnologia del ADN recombi-nante,
que puede ser aplicada en la maquinaria ribosomal
de las células vivas para producir y disefiar
proteinas tanto In vivo como In vitro para
diferentes objetivos, que van desde la elaboracion
de tratamientos especificos para patologias como
el cancer, hasta la modificacidn genética de
organismos con importancia econdémica (transgé-
nicos) (10). Ademds de esto, la nanobiotecnologia
se ha revelado con los nuevos sistemas que la
ingenieria genética y la biologia sintética han
desarrollado, generando métodos que permiten
escribir informacion en el cédigo genético de las
células bacterianas haciendo uso de sus
mecanismos de defensa, como el sistema de
agrupaciones de repeticiones cortas palindré-
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micas regularmente interespaciadas [proteinas
asociadas a CRISPR (CRISPR/Cas) y la creacién de
ADN sintético (3).

En la actualidad, la biologia sintética se ha
definido como la sintesis de biomoléculas o
ingenieria de sistemas bioldgicos con funciones
nuevas que no se encuentran en la naturaleza(11),
el objetivo principal es el disefio de sistemas que
no existen en el medio ambiente; este término
(biologiasintética) fue utilizado por primeravezen
1912 por Leduc; también es conocida como
genomica sintética, biologia constructiva o
biologia de sistemas, la cual implica la creacion de
nuevos organismos y el redisefio de sistemas
bioldgicos existentes para que ejecuten tareas
especificas empleando el sistema CRISPR/Cas(12).

El sistema CRISPR/Cas es un mecanismo de
defensa en bacterias y arqueas andlogo al
silenciamiento con ARN interferente en eucario-
tas, su principal funcidn es identificar y degradar
secuencias de dcidos nucleicos exégenos (13); estd
compuesto por ARN cortos Ilamados crARN y
tracrARN provenientes de la secuencia CRISPR,
endonucleasa Casy por genes asociados a Cas (14);
la secuencia CRISPR se compone de un lider o
promotor y distintas secuencias espaciadoras de
25a50nucledtidos (15-17).

El objetivo de esta revisidn bibliografica es
conocer las aplicaciones de la nanobiotecnologia
relacionadas con el uso del sistema CRISPR/Cas en
el almacenamiento de informaciéon en el ADN
bacterianoy alternativas terapéuticas.

>>> MATERIALESY METODOS

Serealizd unarevisién bibliograficasobre las
principales aplicaciones de la nanobiotecnologia,
empleando las bases de datos: ScienceDirect,
SciELO y PubMed, de igual manera en revistas



como: Nature Biotechnology, Biochemistry
Science y Journal Microbiology. Se realizd la
busqueda utilizando palabras clave en inglés
(Biotechnology, DNA Recombinant, CRISPR
Immunologic Memory, Genetic engineering)
validadas en DeCS. Se determind el promedio de
palabras clave y combinaciones en las bases de
datos empleadas; para cada palabra clave se
encontrard un total de 243.454 para Biotechno-
logy, 105.601 para DNA recombinant 76 para
CRISPR inmunologic y 126.138 para Genetic
engineering. Se utilizaron seis combinaciones
posibles de las palabras clave, encontrando en
promedio por base de datos un total de: 20.136
articulos en Science Direct, 1.181 en Scielo y 7.835
Pubmed. Finalmente, aplicando criterios de
inclusidn y exclusion se trabajé con un total de 53
referencias para la construccidn de la revisién. Se
estipulé un intervalo de fecha para las publica-

ciones, a partir del aflo 2007 hasta el 2016,
considerandose articulos originales y/o de revisidn
disponibles eninglés o espafol.

>>2> RESULTADOSY DISCUSION

Lananotecnologia:

Una vez fue propuesto el término de nano-
tecnologia, en el articulo: "Nanotecnologia consiste
en el procedimiento de separacion, consolidacién y
deformaciéon de materiales dtomo por dtomo o
molécula por molécula" en 1974, surgié la teoria
propuesta por el Dr. K. Eric Drexler en el que
proponia que los atomos y las moléculas se podian
tocar.Enladécadadelos 80’s, diversos estudiosos
en colaboracién con investigadores finlandeses
apoyaron dicha teoria, finalmente la comunidad
cientifica termind por aceptar e instaurar la
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nanotecnologia como una ciencia del futuro.
Desde entonces, el nombre nanotecnologia viene
siendo utilizado para caracterizar los nuevos
avances tecnoldgicos desenvueltos por la nano-
ciencia (18).

Dentro del conjunto de revoluciones tecno-
[6gicas multidisciplinarias enfocados en la
nanociencia se encuentra el analisis conjunto de
genes que pueden identificar las vias etioldgicas y
alteraciones funcionales, por esta razdn se estan
originando nuevos conocimientos bioldgicos y
alternativas para tratar enfermedades que antes
eran consideradas incurables, siendo estos los
primeros pasos en la creacion de algoritmos
genéticos, inspirado en el concepto de evolucion
bioldgica como ocurre en el cancer; el procedi-
miento consiste en la realizacidon de cruce de
informacion genética y detecciéon de mutaciones
presentes en los cromosomas de los descen-
dientes de pacientes con cancer, ayudando a
definir potenciales enfermos basado en la
seleccidn de categorias, utilizando clasificadores
especificos (19).

Las diferentes aplicaciones que puede tener
la nanotecnologia en la medicina, ha llevado a la
posibilidad de manipulaciény edicién del genoma,
permitiendo el establecimiento de las relaciones
causales entre genotipos y fenotipos, conllevando
aavances importantes en la investigacion basica 'y
aplicada, que proyecta un futuro promisorio en la
investigacion biomédica (20).

La tecnologia CRISPR/Cas, es posiblemente
uno de los mayores avances cientificos del siglo
XXl, la actividad de la proteina Cas, conduce a
aprovechar esta funcién bioldgica para trans-
formarla en una tecnologia de ingenieria genética,
de esta manera, se podrian eliminar o insertar
secuencias especificas de ADN con increible
precision (21). Esta herramienta molecular ha
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causado una revolucidn cientifica al abrir la puerta
aaplicaciones muy poco comparables enla historia
cientifica reciente, la posibilidad de editar el
genoma de cualquier célula u organismo por
ingenieria genética, promete cambiar los modelos
biotecnoldgicos y catalogar a los actuales como
desfasados (22).

Sistema CRISPR/Cas

El sistema CRISPR/Cas, estd compuesto por
el precursor de ARN que es procesado en sus
componentes maduros funcionales, los ARN
cortos llamados crARN y tracrARN y por genes
asociados a Cas (CRISPR-associated)(14); CRISPRy
Cas estan estructurados de la siguiente manera:
CRISPR corresponde a un locus que contiene los
espaciadores adquiridos de virus, pldsmidos o
cualquier material genético detectado como
perjudicial para el microorganismo, y el locus Cas
(CRISPR-asociado) que codifica para proteinas
nucleasas requeridas para la defensa multipaso
contra los elementos genéticos invasivos del
sistema(17); como mecanismo de defensa, la
actuacion de CRISPR/Cas se resume en tres pasos
importantes: adquisicién, expresion e interferen-
cia(15,16).

La primera etapa inicia con el proceso de
adquisicion, en donde se reconoce un elemento
portador de material genético como agente
invasivo que contiene los espaciadores hiper-
variables adquiridos a partir de ADN de virus o
plasmido, éste identifica en su secuencia un
fragmento determinado con el nombre de
protoespaciador o PAM, al ingresar a la célula éste
se corta y se integra en el locus CRISPR en el
extremo 5' tras la secuencia lider y una de las
repeticiones cambia sunombre espaciador (15,23);
existen casos en los que el PAM en su entorno,
genera una o varias secuencias conservadas cuya
funcién es buscar que el sistema CRISPR/Cas logre
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serreconocido facilmente (24).

Tras esto, los espaciadores se expresan en
forma de un transcrito de ARN primario
denominado precrARN portador de todos los
espaciadores del locus que posteriormente son
cortados por endonucleasas en fragmentos mas
pequenos (crARN), cada uno de ellos se conoce
como el espaciador con unarepeticion parcial que
puede tomar forma de horquilla; cuando el
microorganismo sufre un ataque del agente
invasivo, este crARN acompafiado de proteinas
Cas entre otras, se une por complementariedad de
bases a la secuencia previamente adquirida
sefializando a las nucleasas que deben cortar el
elemento genético externo, todos estos aconteci-
mientos, permiten al microorganismo identificar
como diana de corte, a elementos extrafos
portadores de material genético y asi, neutra-
lizarlos(25,26).

El sistema CRISP/Cas sigue funcionando en
el campo de la biotecnologia y especificamente de
la ingenieria genética, “identifica” un sitio
especifico del ADN y al mismo tiempo permite
editarlo, siendo una ventaja, puesto que permite
cambiar una mutaciéon puntual que impide la
formacion de una proteina, o la eliminacién de
variantes defectuosas de un gen (27). La
tecnologia CRISPR/Cas, logra identificar un
segmento especifico de ADN y eliminarlo o
reemplazarlo, usando siempre las mismas
herramientas: un ARN duplex con la copia del ADN
que se debe identificar (sgARN) y con una
secuencia corta adyacente al protoespaciador
(PAM) (28), que se unira al ADN y estabilizara la
proteina Cas9, proteina con actividad de endo-
nucleasay helicasa guiada porel sgARN que separa
y cortalasdoshebrasde ADN (22,29).
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Memoriabacteriana

En el afio 2016 los cientificos Seth Shipman'y
Jeff Nivala de la Universidad de Harvard,
desarrollaron un nuevo método para escribir
informacidn en el cédigo genético de las células
bacterianas vivas, estos microorganismos
transfieren la informacidén a sus descendientes,
para ser leida posteriormente a través de su
genotipo bacteriano(30), estos métodos permiten
grabar informacién en el cddigo genético de los
microorganismos, en el que se utiliza lainmunidad
bacteriana parael empleo del sistema CRISPR.

Investigadores de la Universidad de
Washington demostraron que se puede fabricar
de manera sintética ADN en el laboratorio y
escribir cualquier tipo de informacién que se desee
en él; para demostrarlo, transfirieron informacidon
deunlibro conalgunasimdagenes enlas cadenas de
ADN bacteriano, sin embargo, los especialistas de
Harvard han presentado la alternativa de sintetizar
y cortar el ADN en la célula viva, aprovechando los
mecanismos de defensa que protege a algunas
bacterias del contacto conlos virus conocida como
sistema CRISPR/Cas(22,31).

Las bacteriasy arqueas han evolucionado en
cuanto a sus mecanismos de defensa y de
regulaciéon para actuar frente a los diversos
factores de estrés ambiental, incluyendo ataques
de virus (31), este método se ha expandido en el
reciente descubrimiento del sistema CRISPR/Cas,
que tiene dos caracteristicas novedosas, en primer
lugar, se puede incorporar especificamente
secuencias cortas de la invasidon de elementos
genéticos (virus o pldsmidos) en una regidn de su
genoma que se distingue por el sistema
(CRISPR)(32); en segundo lugar, estas secuencias
se transcriben y se procesan en pequefos ARNs
(acido ribonucleico), que guian un complejo de
proteina multifuncional (proteinas Cas) que



permite reconocer y escribir en el material
genético (33,34).

Una vez centrados en la ingenieria genética,
entendiendo esta como la aplicaciéon de las
tecnologias del ADN recombinante a problemas
bioldgicos, médicos o agricolas especificos(35),
aparecen nuevas técnicas significativamente mas
eficaces y a un costo comparativamente mas
econdmico, que tienen como fin manipular el
material genético de cualquier célula; estas
técnicas de edicion gendmica se basan en su
mayoria en enzimas nucleasas programables
como meganucleasas(36), nucleasas con dedos de
zinc (ZFNs), nucleasas efectoras tipo activacion de
la transcripciéon (TALENs)(37) y en agrupaciones
del sistema (CRISPR/Cas)(15,38).

ADN sintético

Otra de las técnicas disponibles para
almacenar informacién en el ADN bacteriano es el
método artificial basado en la produccién de ADN
sintético; a principios de los afios setenta el mundo
cientifico vivia una efervescencia especial, como
resultado de la aplicacién practica de esas “tijeras
moleculares” que en realidad son las enzimas de
restriccion (39). En 1972, Paul Berg utilizé esas
“tijeras” para construir la primera molécula de
ADN recombinante, entre un vector virico animal,
SV40 y un fragmento de ADN del fago A; un afio
mads tarde, Stanley Cohen y Herbert Boyer
consiguieron introducir un plasmido recombina-
nte en la bacteria Escherichia coli, y hacer que se
replicara dentro de ella, transmitiéndose a las
sucesivas generaciones bacterianas (40).
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En 2008, Hamilton Smith y Craig Venter
propusieron construir el primer genoma sintético
tomando como base el genoma de Mycoplasma
genitalium, esta bacteria tiene el genoma mas
pequefio de los conocidos a la fecha, posee cerca
de 485 genes, de los cuales 100 no son estricta-
mente necesarios para su supervivencia bajo
condiciones éptimas (41). El disefio del genoma de
este microrganismo buscaba utilizar la menor
cantidad de genes posibles, de tal manera que
funcionara al introducirlo en células bacterianas
para estudiar su capacidad de generar las
funciones genéticas esenciales para la vida. Para
producir el genoma de Mycoplasma genitalium, se
establecieron métodos para ensamblar y clonar
gran cantidad de moléculas sintéticas de ADN,
como resultado de este ensamblaje se obtuvo un
cromosoma construido con un contenido de 381
genes (al cual se le denomind Mycoplasma
laboratorium), de modo que cuando el genoma se
introduce en una célula bacteriana, no funciona
debido a que sumetabolismo celular se tornalento
y no se observa la duplicacién de la célula (42,43).
Sin embargo, a lo largo del tiempo, el almace-
namiento de informaciéon en el ADN ha tenido
muchas ventajas potenciales siendo un medio para
necesidades inmutables de alta latencia de
almacenamiento deinformacion (44).

Interpretacidén de la informacion codificada en el
ADN bacteriano

La informacidon que los cientificos habian
logrado almacenar de forma permanente en una
célula viva era de 11 bits; con la nueva técnica del
CRISPR/Cas y ADN sintético se amplid a unregistro
de aproximadamente 100 bytes de datos,
buscando recopilarfrases extensasy completas en
el ADN (45).

Los segmentos utilizados fueron cadenas de
ADN usando sus bases nitrogenadas para repre-
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sentar un valor binario, donde la timina (T) y
guanina(G) son el uno, y la adenina (A) y citosina el
dos (C). Una de las limitaciones respecto a la
introduccidon de mensajes codificados de ADN viral
a bacterias, radica en que no todas las bacterias
adquieren el mensaje e inclusive algunas lo
pierden(30), asi que si se fuese aintroducir palabra
por palabra, el cédigo de la frase se identificaria de
la siguiente manera: "Este mensaje estd en sus
genes", utilizando seis fracciones de ADN viral; no
todas las bacterias tendrian el mensaje completo,
en algunas se introduciria lo equivalente a la frase
"Estd en los genes", mientras que otras sdlo
pueden tener "los genes", y asi sucesivamente;
incluso con estos "errores" Shipman afirma que se
puede determinar el genotipo rapidamente de
pocos miles o millones de bacterias en una colonia,
debido a que el mensaje siempre se registra
secuencialmente diferente para cada una de ellas.
Por otro lado, la capacidad de almacenar 100 bytes
no esta cerca del limite de informacién que podria
grabarse en el genoma bacteriano de algunas
células microbianas como Sulfolobus tokodaii, este
microorganismo tendrian espacio para mas de
3000 bytes de datos, y mas adn con las facilidades
que brinda la ingenieria sintética, su espacio de
almacenamiento podriaincrementar(45).

Existe una variedad de lenguajes de progra-
macion para permitir el procesamiento de la
informacién, entre estos se encuentra el Proce-
sador Pre Hipertexto (PHP) por sus siglas eninglés
Pre Hypertext —processor(46), el cual es un
lenguaje de programacion de uso general de
cédigo del lado del servidor originalmente
disefiado para el desarrollo web de contenidos
dindmicos(47). Durante la dltima década, los
investigadores han construido una buena cantidad
de partes genéticas que se pueden programar,
incluyendo sensores, redes e incluso los
interruptores de memoria (30,46).
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"Es, literalmente, un lenguaje de progra-
macion para las bacterias", dice Christopher Voigt,
profesor de ingenieria biolégica, afirma que “se
utiliza un lenguaje basado en texto, al igual que lo
estd programando una computadora, luego de
tomar ese texto se compila y se convierte en una
secuencia de ADN que se pone en la célula, y el
circuito se ejecuta dentro de la célula"; el lenguaje
se basa en Verilog, una lengua de uso de
componentes electrdnicos, especialmente los
chips de computadora para programar y
desarrollar el nuevo idioma; Voigt y su equipo
disenaron sus propios elementos de computacion,
tales como puertas |dgicas y sensores que pueden
ser codificados en el ADN de una célula bacteriana;
los sensores pueden detectar diferentes sustan-
cias o compuestos, tales como oxigeno y glucosa,
asi como los parametros fisicos como luz, tempe-
ratura y acidez; esta disefiado de una manera que
permite a los usuarios afiadir sus propios sen-
sores(30)

Por ahora, todas estas caracteristicas se han
personalizado para Escherichia coli, sin embargo,
los investigadores estan trabajando en la expan-
sion de la lengua a otras bacterias; el uso de este
lenguaje ya ha programado 60 circuitos con
diferentes funciones y 45 de ellos trabajaron
correctamente la primera vez que se pusieron a
prueba, siendo un logro notable; los circuitos
también fueron sorprendentemente rapidos, y
todo el proceso prometerevolucionarlaingenieria
del ADN; antes podria tomar meses o afios para
disefiar un circuito de este tipo, ahora se puede
hacer en menos de un dia, incluso investigadores
de la Universidad de Harvard ya estan estudiando
algunas aplicaciones potenciales que incluyen:

eBacterias que pueden ser consumidas para
ayudarenladigestiondelalactosa.

eBacterias que pueden vivir en las raices de las
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plantas y producir un insecticida si tienen la
sensacidonde seratacadas (30).

Tratamiento del cancer usando lananotecnologia

El cancer es el resultado de la acumulacion
de multiples alteraciones en genes que regulan el
crecimiento celular, traen consigo dafios a nivel
morfoldgico y metabdlico en las células que las
presentan, ya que muchas de estas alteraciones
son irreversibles, considerandose de gran
importancia un diagndstico oportuno que
garantice una recuperacion eficaz de este tipo de
patologias(48,49). Para noviembre de 2016,
investigadores de la Universidad de Sichuan en
China, lograron inyectar por primera vez en un
paciente con cancer de pulmdn, linfocitos
genéticamente modificados con el fin de generar
una respuesta inmune eliminado las células
tumorales empleando la tecnologia CRISPR-Cas,
creando unareestructuracion del gen que codifica
la proteina PD-1 (Programmed Death-1), receptor
de superficie celular que cuya funcién es la
regulacion negativa del sistema inmunitario y la
promocion de la auto-tolerancia empleando como
mecanismo la supresidén de la actividad inflamato-
ria delas células T. Aunque existe lainmunoterapia
en la que se puede inactivar el gen PD-1, se espera
que esta nueva tecnologia sea una estrategia
terapéutica con mayor eficienciay estabilidad(50).

Las propiedades del sistema CRISPR/Cas han
permitido abrir la posibilidad de emplearlo para
realizar terapia génicay celular; se ha usado como
herramienta para realizar mutaciones puntuales,
recombinacion homdloga por reparacion dirigida
por homdloga (HDR), silenciamiento y activacién o
represion de la transcripcion de genes; gracias a
estas propie-dades, ha sido posible su aplicacion
para el monitoreo genético, analisis de rutas
metabdlicas, investigacion de gendmica funcional,
generacion de modelos animales, descubrimiento



de posibles blancos para el tratamiento de
enfermedades e incluso, correccidon de fenotipos
(13)-

Los diversos usos que se le han dado al
sistema CRISPR/Cas han permitido observar su
aplicacidn en terapias génicas. En lineas celulares
de osteosarcoma, el silenciamiento estable de
Quinasa dependiente de ciclina (Cdk11), con
CRISPR/Cas aumenta la muerte celular, disminuye
la migracion y reduce la invasién por células
malignas(51); en otros experimentos, se corri-
gieron el gen Fah para la tirosinemia43 y el gen
Dmd para la distrofia a muscular de Duchenne (52)
y en células madre intestinales de pacientes con
fibrosis quistica, se logré la modificacion del
receptor de membrana CFTR (Cystic Fibrosis
transmenbrane conductance regulator). Estas
evidencias confirman que CRISPR/Cas es un
sistema viable y eficaz, aplicable en modelos de

MicroScan

Microbiolog

animales adultos, para el desarrollo de terapias
génicas(52).

En terapia celular también ha sido emple-
ado conuna alta eficiencia, en el reemplazo celular
a través de modificaciones in vivo de células para
volver a introducirlas, creando una importante
oportunidad de aplicacidon para CRISPR en la
terapia. Esto se ha considerado para enferme-
dades neurodegenerativas como Huntington,
Parkinson, Alzheimer y esclerosis lateral amio-
tréfica, debido a la pérdida progresiva en el nime-
rodeneuronas(53).

CONCLUSIONES

La biologia sintética ha contribuido en el
descubrimiento de métodos basados en la
nanobiotecnologia; se ha demostrado dos méto-
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dos para grabar informacién en el ADN de células
bacterianas, entre ellos el método artificial
mediante el cual se genera un ADN sintético, y uno
natural basado en el sistema CRISPR/Cas, que
utiliza los mecanismos de defensa de los micror-
ganismos para codificarinformacidn en sus genes,
ademas de identificar capacidad de almacena-
miento hasta los 3000 bytes, logrando grabar
frases completas en microorganismos que la
asimilen adecuadamente como E. coliy S. tokodaii,
tendiendo a incrementar su capacidad de
almacenamiento; ademads de esto, los cientificos
buscan experimentar en otro tipo de microorga-
nismos bacterianos o células vivas que permitan
acelerar el proceso de almacenamiento en sus
genes.

Se estima que en la actualidad el uso de la
nanobiotecnologia traerd beneficios para el ser
humano, facilitdndole procesos y mejorando su
calidad de vida; el ADN sintético y el sistema
CRISPR/Cas, no solo servirdn como medio portatil
de informacidn sino que a futuro permitirdn curar
enfermedades cuya causa genética se conozca y
que hasta ahora son incurables como la Corea de
Huntington, el Sindrome de Down o la Anemia
falciforme; de igual forma en la creacién de seres
vivos clonadosy modificados genéticamente.

Los dispositivos de almacenamiento de
informacién tecnoldgicos en un futuro seran
remplazados por células vivas, puesto que con el
nuevo sistema para grabar informacién en el ADN
de microorganismos se podra guardar texto,
imagenes, videos, musica, juegos en una alta
capacidad de almacenamiento y de gran facilidad
pararevelarlainformacion.

La tecnologia del sistema CRISPR/Cas puede
ser una gran herramienta en el desarrollo de
terapias biotecnoldgicas, su capacidad para
realizar correcciones a nivel genético, generar
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deleciones y regular la transcripcion o traduccion
puede emplearse para abordar una serie de
enfermedades a distintos niveles. Sin embargo,
este sistema debe disminuir su tasa de mutaciones
fuera del objetivo para poder ser considerada una
alternativa de terapiaviable.

>>2> CONFLICTODEINTERESES

Los autores declaran que no existen conflictos de
intereses. M

>>> REFERENCIAS

1. Pdjaro-Castro N, Olivero-Verbel J, Redondo-Padilla J.
Nanotecnologia aplicada a la medicina. Revista Cientifica
Guillermo de Ockham. 2013; 11(1):125-1.

2. Bernal CPJ, Salazar XJN, Edison J, Oliveros B, editors.
Biologia sintética: aplicaciones y dilemas éticos. Ill Congreso
Internacional de la REDBIOETICA UNESCO para América Latinay
el Caribe Bioética enun continente de exclusién: de lareflexidna
laaccién;2010.

3. Buldd JM, Wagemakers A, Sanjuan MA, Coloma A, de Luis
O.Redes genéticas sintéticas: de lo simple alo complejo. Revista
espafiolade fisica.2007;21(3):10-6.

4.  Faria-Tischer PC, Tischer CA. Nanobiotechnology: platform
technology for biomaterials and biological applications the
nanostructures. Biochem. Biotechnol. Rep. [Internet] 2012.
[cited 2016 jul 7];1(1):32-53. Available from:
https://www.researchgate.net/profile/Cesar_Tischer/
publication/282287728 13190-53058-1-
PB/links/560a857d08ae4d86bb139554.pdf

5.  Britto FM, Castro GR. Nanotecnologia, hacia un nuevo
portal cientifico-tecnolégico. Revista Quimica Viva. 2012;
1(3):171.

6. Quadros ME, Pierson IVR, Tulve NS, Willis R, Rogers K,
Thomas TA, et al. Release of silver from nanotechnology-based
consumer products for children. Environmental science &
technology.2013;47(15):8894-901.

7. Mejias-Sanchez Y, Cabrera-Cruz N, Toledo-Fernandez AM,
Duany-Machado OJ. La nanotecnologfa y sus posibilidades de
aplicacién en el campo cientifico- tecnoldgico. Revista Cubana
de Salud Publica. 2009;35(3):1-9.

8.  Gutiérrez BJA, Meléndez AL, Lifan CYR, Lépez DAL. La
nanotecnologia a 40 afios de su aparicién: Logros y tendencias.
Ingenierias. 2015;18(66):13-22.

9. ZhangL, Webster TJ. Nanotechnology and nanomaterials:
promises for improved tissue regeneration. Nano today. 2009;
4(1):66-80.



Portafolio

N

S ——

: ".:_\ .7 ‘ﬁv

Las soluciones diagndsticas del Portafolio de Salud de la
Mujer integradas a la prdctica clinica, acompafian a la
mujer en cada etapa de su vida.

P B T

[ [ |
Fertilidad Cuidado Cancer Marcadores
del embarazo cervical 0seos

cobas’ harmony: cobas  CINtec PLUS  CiINtec

HPVTEST | CLARITY AND CONFIDENCE HISTOLOGY
Productos aprobados por AN.M.AT Productos Roche S.A.Q. e l. argentina.diagnostics@roche.com
COBAS y COAGUCHEK son marcas Rawson 3150, .Rlcardo Rojas, roche.com.ar
registradas de Roche. Bs. As. Argentina

Uso profesional exclusivo Ijnll.edm Roche Diagnéstica Argentina



10. Romero-Morelos P, Peralta-Rodriguez R, Mendoza-
Rodriguez M, Valdivia-Flores A, Marrero-Rodriguez D, Paniagua-
GarciaL, etal. Lananotecnologia en apoyo a la investigacion del
cancer. Revista Médica del Instituto Mexicano del Seguro Social.
2011; 49(6):621-30.

11. Ruiz-Mirazo P, Moreno-Bergareche AJ. Biologia
sintética: enfrentandose a la vida para comprenderla,
utilizarla o extenderla. Revista de pensamiento
contemporaneo. 2012;(38):28-37.

12. de Lorenzo V. Biologia sintética: la ingenieria al asalto
de la complejidad biologica. Arbor. 2014; 190(768):a149.

13. Lammoglia-Cobo MF, Lozano-Reyes R, Daniel C, Mufioz-
Soto RB, Ldopez-Camacho C. La revolucién en ingenieria
genética: sistema CRISPR/Cas. Investigacion en
Discapacidad. 2016; 5(2):116-28.

14. Casillas FL. CRISPR, el sueno divino hecho realidad. Rev
Fac Med. 2015; 58(4):55-60.

15. Hsu PD, Lander ES, Zhang F. Development and
applications of CRISPR-Cas9 for genome engineering. Cell.
2014; 157(6):1262-78.

16. Makarova KS, Haft DH, Barrangou R, Brouns SJ,
Charpentier E, Horvath P, et al. Evolution and classification
of the CRISPR-Cas systems. Nature Rev Microbiol. 2011;
9(6):467-77.

17. Al-Attar S, Westra ER, van der Oost J, Brouns SJ.
Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPRs): the hallmark of an ingenious antiviral defense
mechanism in prokaryotes. J Biol Chem. 2011; 392(4):277-
89.

18. Quintili M. Nanociencia y Nanotecnologia... un mundo
pequeno. Cuadernos del Centro de Estudios en Disefio y
Comunicacion Ensayos. 2012;(42):125-55.

19. Fernandez RA, Villacis SC, Posada RA, Posada MA,
editors. Analisis Holistico de Nuevos Desafios, Paradigmas
Tecnoloégicos y Fundamentos Bioéticos en la Medicina
Futurista. Conference Proceedings. 2017; 1(1):410-420.

20. Schmidt F, Platt RJ. Applications of CRISPR-Cas for
synthetic biology and genetic recording. Current Opinion in
Systems Biology. 2017; 5:9-15.

21. Schaefer KA, Wu W-H, Colgan DF, Tsang SH, Bassuk AG,
Mahajan VB. Unexpected mutations after CRISPR-Cas9
editing in vivo. Nature methods. 2017; 14(6):547-8.

22. Congl, RanFA, CoxD, LinS, Barretto R, Habib N, et al.
Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas systems.
Science. 2013; 339(6121):819-23.

23. Fineran PC, Charpentier E. Memory of viral infections
by CRISPR-Cas adaptive immune systems: acquisition of new
information. Annu Rev Virol. 2012; 434(2):202- 9.

24. Nam KH, Ding F, Haitjema C, Huang Q, DeLisa MP, Ke A.
Double-stranded endonuclease activity in Bacillus
halodurans clustered regularly interspaced short
palindromic repeats (CRISPR)-associated Cas2 protein. J
Biol Chem. 2012; 287(43):35943-52.

25. Barrangou R. CRISPR-Cas systems and RNA-guided
interference. Wiley Interdisciplinary Reviews: RNA. 2013;

Revista Bioanalisis | Diciembre 2019 | 15 afas juntos

4(3):267-78.

26. Horvath P, Barrangou R. CRISPR/Cas, the immune
system of bacteria and archaea. Science. 2010;
327(5962):167-70.

27. Doudna JA, Charpentier E. The new frontier of genome
engineering with CRISPR-Cas9 Science. 2014;
346(6213):1258096.

28. Wiedenheft B, Sternberg SH, Doudna JA. RNA-guided
genetic silencing systems in bacteria and archaea. Nature.
2012; 482(7385):331-8.

29. Babu M, Beloglazova N, Flick R, Graham C, Skarina T,
Nocek B, et al. Adual function of the CRISPR-Cas

System in bacterial antivirus immunity and DNA repair.
Molecular microbiology. 2011; 79(2):484-502.

30. Mico A. Harvard team turns bacteria into living hard
drives. Bucarest: ZME Science; 2016. Disponible en:
http://www.zmescience.com/research/bacteria- drives-
56791/

31. Bhaya D, Davison M, Barrangou R. CRISPR-Cas systems
in bacteria and archaea: versatile small RNAs for adaptive
defense and regulation. Annual review of genetics. 2011;
45:273-97.

32. Sampson TR, Saroj SD, Llewellyn AC, Tzeng Y-L, Weiss
DS. ACRISPR/Cas system mediates bacterial innate immune
evasion and virulence. Nature. 2013; 497(7448):254-7.

33. Mojica F, Diez-Villasenor C, Garcia-Martinez J,
Almendros C. Short motif sequences determine the targets
of the prokaryotic CRISPR defence system. Microbiology.
2009; 155(3):733-40.

34. Datsenko KA, Pougach K, Tikhonov A, Wanner BL,
Severinov K, Semenova E. Molecular memory of prior
infections activates the CRISPR/Cas adaptive bacterial
immunity system. Nature communications. 2012; 3:945.

35. Bortesi L, Fischer R. The CRISPR/Cas9 system for plant
genome editing and beyond. Biotechnology advances. 2015;
33(1):41-52.

36. Stoddard BL. Homing endonucleases: from microbial
genetic invaders to reagents for targeted DNA modification.
Structure.2011;19(1):7-15.

37. Urnov FD, Rebar EJ, Holmes MC, Zhang HS, Gregory PD.
Genome editing with engineered zinc finger nucleases. Nat Rev
Genet.2010;11(9):636-46.

38. Cox DBT, Platt RJ, Zhang F. Therapeutic genome editing:
prospects and challenges. Nat Med. 2015; 21(2):121-31.

39. Baltimore D, Berg P, Botchan M, Carroll D, Charo RA,
Church G, etal. Aprudent path forward for genomic engineering
and germline gene modification. Science. 2015;348(6230):36-8.
40. Kayser MS, Biron D. Sleep and Development in Genetically
Tractable Model Organisms. Genetics. 2016;203(1):21-33.

41. Shokralla S, Spall JL, Gibson JF, Hajibabaei M.
Next-generation sequencing technologies for environmental
DNAresearch. Mol Ecol.2012;21(8):1794-805.

42. Dorman CJ. Regulation of transcription by DNA
supercoiling in Mycoplasma genitalium: global control in the



smallest known self-replicating genome. Molecular
microbiology.2011; 81(2):302-4.

43. Gibson DG, Glass JI, Lartigue C, Noskov VN, Chuang R-Y,
Algire MA, et al. Creation of a bacterial cell controlled by a
chemically synthesized genome. Science. 2010;329(5987):52-6.
44. Church GM, Gao Y, Kosuri S. Next-generation digital
information storage in DNA. Science. 2012;337(6102):1628.
45. Nielsen AA, Der BS, Shin J, Vaidyanathan P, Paralanov V,
Strychalski EA, et al. Genetic circuit design automation.
Science.2016;352(6281):aac7341.

46. AlBar AM, Hoque MR. Development of Web-Based e-
Discipline System: A Case Study for the Kingdom of Saudi
Arabia.JACN. 2015;3(3)243-246

47. Sandoval MGG, Torrado HDA, Pinzén ML, Fuentes ASF.
Buenas practicas aplicadas alaimplementacion colaborativo
de aplicativos web. Revista MundoFesc. 2016; 2(10):27-30.

48. Tyagi N, Arora S, Deshmukh SK, Singh S, Marimuthu S,
Singh AP. Exploiting nanotechnology for the development of
MicroRNA-based cancer therapeutics. Journal of Biomedical
Nanotechnology.2016;12(1):28- 42.

49. Doudal, CalvaP, TorchynskaT, Pefia Sierra R, dela Rosa
Vézquez J. Marcadores Cudnticos para la Deteccién de
Cancer: Revision. Superficies y vacio. 2008; 21(4):10-5.

“e*Immco

DIAGNOSTICS

AUTOINMUNIDAD

Neuropatias

Anticocleares

Antigenos Extraibles

inmunofluoresencia

Automatizacion

50. Castillo A. Edicion de genes para el tratamiento del
cancer de pulmon (CRISPR-Cas9). Colombia Médica. 2016;
47(4):178-81.

51. FengY, Sassi S, Shen JK, Yang X, Gao Y, Osaka E, et al.
Targeting Cdk11in osteosarcoma cells using the CRISPR-cas9
system. Journal of orthopaedic research. 2015; 33(2):199-
207.

52. Long C, McAnally JR, Shelton JM, Mireault AA, Bassel-
Duby R, Olson EN. Prevention of muscular dystrophy in mice
by CRISPR/Cas9-mediated editing of germline DNA. Science.
2014;345(6201):1184-8.

53. Jung YW, Hysolli E, Kim KY, Tanaka Y, Park IH. Human
induced pluripotent stem cells and neurodegenerative
disease: prospects for novel therapies. Current opinion in
neurology. 2012;25(2):125.

4TrinityBiotech

Yo Reactions

10kD

Cerebellum

52kD
I 3

L Myenteric Plexus

Hu Reactions Ri Reactions

1

- Ceebellum Cerebellum

55kD

35-40kD
T

L Myenteric Plexus || Myenteric Plexus

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

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




Ajustes alternativos sobre la distribucion
de datos en ELISAs comerciales.

MANLAB"

Diagndstico Bioquimico y Genémico

=>2> MANLAB nos presenta un interesante trabajo donde se evalian distintos modelos

para ajustar los datos de calibracién y cudles de estos modelos alternativitos generan
menor error relativo porcentual (ERP) para ELISA semicuantitativo.

AUTORES

Victor Manuel Cardenas Delgado
DoctordelaUniversidad de Buenos Aires
Laboratorio Mantel-MANLAB. Seccidén Virologia y
Autoinmunidad

Myriam Nufiez

DoctordelaUniversidad de Buenos Aires

Catedra de Bioestadistica. Facultad de Farmacia 'y
Bioquimica-UBA.

Guillermo Gabriel Nufiez Taquia
DoctordelaUniversidad de Buenos Aires
Laboratorio Mantel-MANLAB. Seccién Virologia y
Autoinmunidad

CORRESPONDENCIA:

Victor M. Cardenas Delgado

Laboratorio Mantel-MANLAB. Seccidn Virologia y
Autoinmunidad. Marcelo T. de Alvear 2263 (1122),
Ciudad Autonoma de Buenos Aires. Argentina.
E-mail: victor.cardenas@manlab.com.ar

INTRODUCCION

La determinacion del nivel de anticuerpos
por medio de ELISA semicuantitativos es un
recurso diagndstico util en el drea de serologia y
autoinmunidad. La robustez, sencillez en la
ejecucion y versatilidad de la técnica ha permitido
su empleo en el estudio de una variedad de
enfermedades infecciosas y autoinmunes,
adaptando su formato a ensayos de captura para
determinar antigenos/anticuerpos que se
encuentran en muy bajo titulo o bienavariantes de
ensayos competitivos (1). Este método exige, una



vez culminada la etapa analitica, ajustar los valores
de densidad éptica (DO) de los calibradores a una
curva de calibracidon que permita interpolar las DO
de las muestras para de esta manera determinar el
nivel de anticuerpos especificos o antigenos en
cada una de ellas (2,3). Por este motivo, en los
reactivos que se comercializan, se recomienda el
ajuste de los datos segin un modelo no lineal para
generar la curva de calibracién que mejor describe
la relacién entre el nivel de los calibradores y la
respuesta; no obstante, en la practica diaria —para
simplificar los cdlculos- es comun que el
bioquimico haga estimacionesy ajuste los datos de
calibracién a modelos alternativos cuyo desem-
pefiono es éptimo.

Al aplicar algunos de esos modelos
alternativos se podria asumir erréneamente, por
ejemplo, que existe una relacidn lineal entre las
variables con que se construye la curva de calibra-
cion. Por el contrario, usualmente larelacion entre
la respuesta y el nivel de analito es sigmoidea,
dando lugar a una curva estandar con un punto de
inflexién en torno al cual existe simetria (4). El
ajuste adecuado en la mayoria de los casos lo
provee entonces el modelo logistico de 4
pardmetros (4 PL) (Fig. 1) o a lo sumo de 5
parametros, si la distribucidon de las DO de los
calibradores sugiere que no hay simetria (5). Si
bien se han propuesto otros modelos no lineales
para reemplazar el modelo 4PL, no solo no puede
asegurarse que su desempefio sea satisfactorio en
todo el rango de niveles cubierto por los
calibradores —especialmente al determinar niveles
muy altos o muy bajos de analito-, sino que
ademas muchos no describen adecuadamente la
tendencia delos datos experimentales(6).

Por todo lo expuesto, el objetivo de este
trabajo es determinar, para un ELISA semi-
cuantitativo: 1) Cudl de los siete modelos alterna-
tivos evaluados ajusta mejor los datos de

calibracion, basando la calidad del ajuste en el
valor del coeficiente de correlacion (R*), y 2) cudles
de estos modelos alternativos genera menor error
relativo porcentual (ERP) al predecir las con-
centraciones de los calibradores. Con este fin se
comparan sus concentraciones nominales con
aquellas obtenidas al interpolar la DO en cada uno
delos modelos (procedimiento de ajusteinverso).

>> Figura1. Ecuacién del modelo logistico de 4
parametros. Y representa la respuesta, D es la
respuesta cuando la concentracion de analito
tiende al infinito, A es la respuesta cuando Ia
concentracion de analito es igual a cero, x es la
concentracidon de analito, Ces el punto de inflexion
de la curva de calibraciéon y B es un factor
relacionado conlapendiente.

A-D

Y:D+L——i
B

X

1+ —=

> MATERIALESY METODOS

Se empled un ELISA para medir el nivel de
anticuerpos anti-gliadina de clase IgA (6
calibradores: calibrador A=o0 Ul/ml, B=6,25 Ul/ml,
C=12,5 Ul/ml, D=25 Ul/ml, E=50 Ul/ml, F=100 Ul/ml;
ORGENTEC Diagnostika GmbH) y se ajustaron las
DO de los calibradores segtn los modelos: i)
Exponencial ii) Boltzmann iii) Boltzmann” iv)
Deming v) Regresion lineal vi) 4 PL vii) Cuadratico.



Se determind el nivel de anticuerpos de
cada punto de calibracién por triplicado. En los
modelos i), iii), vi) y vii) se efectud una transforma-
ciéon logaritmica del nivel de anticuerpos anti-
gliadina IgA (en Ul/ml) declarados en los
calibradores antes de representar la curva
estandar. Para el procedimiento de ajuste inverso
se compara la concentracidn predicha (CP) con la
concentracion nominal (CN) de los calibradores y
se calcula el error relativo % (ERP= (CN-
CP)/CN*100). Se considera tolerable un desvio de
ERP <10 % en las CP. Todos los ELISA se realizaron
de forma automatizada con el instrumento ALISEI
(Radim Diagnostics). El andlisis de los datos se
realizd con el software GraphPad Prism v4.03
(GraphPad Software, Inc.).

= >> RESULTADOS

En el panel de la Fig. 2 se aprecian las curvas
estandar (n=3, se grafican las medias y el desvio
estandar) generadas por los modelos i) a vii) al
procesar las DO de los calibradores y sus
correspondientes concentraciones. La tabla |
resume los hallazgos al efectuar el ajuste inverso,
se muestran las medias (n=3) Unicamente. Todo
punto de calibracion cuya concentracion predicha
presenta un ERP > 10 % se destaca en negrita. Para
cada uno de los ajustes, se compara la
concentracion predicha (CP) con la concentracién
nominal (CN) de los calibradores y se calcula el
ERP.

Considerando como tolerable un ERP < 10%
del valor nominal, se representd dicho intervalo de
aceptacion en linea punteada en el panel de la Fig.
3,agrupando enlasfiguras Ay Blos ERPvs. CN para
evaluar el desempefio de los siete modelos en
todo el rango de niveles de los calibradores y asi
facilitar lainterpretacion.

Segun el criterio basado en el coeficiente
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de correlacidn, se encontré que el mejor ajuste lo
proveen los modelos v) (R’=0,9914), i) (R’=0,9652)
y iii) (R’=0,9650), el modelo vi) tomado como
referencia presentd un R’=0,9650.

Sin embargo, para este ensayo, los
modelos i) y iii) tienen mejor desempeio en el
procedimiento de ajuste inverso: en el caso en
estudio, para el modelo i) los errores relativos
porcentuales (ERP) fueron < 10 % (0,52-9.27 %), y
para el modelo iii) el ERP se mantuvo <15 % (1,13-
11,51 %) con un solo calibrador cuyo ERP > 10 % para
la determinacion de concentraciones en el rango
de niveles del ensayo (0-100 Ul/ml). Los modelos
linealesiv) y v) presentaron ERP <20 % en el rango
ensayado, pero dos calibradores (C y D)
presentaron ERP > 10 %. El modelo vi, tomado
comoreferenciapresentéd un ERP <10%(1,13-8,9 %).

> > Figura 2. Curvas de calibracién generadas
por los ajustes A) Exponencial B) Boltzmann C)
Boltzmann con transformacién logaritmica del
nivel de anticuerpos D) Deming E) Regresidn lineal
F) Logistico de 4 pardmetros G) Cuadrdtico. Se
grafican las medias y desvio estandar (n=3),
indicando el valor del R2 en la esquina inferior
derecha de cada curva de calibracidn. No aplica
paralacurvade calibracién D).
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> > Figura 3. Valores de error relativo porcentual (ERP)
representados enfuncién de cadanivel de calibrador paralos -20- Bnticuerpos antighadiina koA [Uimlj
siete ajustes alternativos ensayados, agrupados en los

graficos A y B segln la leyenda a la derecha. La linea
punteada representa los limites tolerables de ERP (ERP < >>> DISCUSION
10%).
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GEMATEC ¢

equipamiento para medicina

Convertimos
tecnologia
en confianza

Q Int. Avalos 3651 | (1605) | Munro
Buenos Aires, Rep. Argentina
. Tel./Fax: (54 11) 4512 5666

& ventas@gematec.com.ar
@ www.gematec.com.ar
€ @Gematecarg




Revista Bioanalisis | Diciembre 2019 | 15 afios juntos

>> Tabla1.Seindicalaconcentracién nominal (CN) de cada uno de los calibradores. Para cada modelo,
la concentracién predicha (CP) y el error relativo (ER %) permiten evaluar la calidad del ajuste. Los valores
de ER % = 10 % figuran resaltados en negrita. Boltzmann": ajuste de Boltzmann con transformacién

logaritmica del nivel de anticuerpos. NA: no aplica.

Exponencial Boltzmann | Boltzmann’ Deming |Regresion lineal 4 PL Cuadratico

Calibrador (Cij'\l‘/ml) (ciJPI/m) ER%| cP |ER%| CP |ER%| cP |ER%| cP |ER%| cP |ER%| cP | ER%
A 0 NA NA NA NA NA NA NA

B 6,5 [7,10257| 9,27 |7,37736(13,49|7,24842|11,51|6,28461|-3,31|6,28435 -3,31|6,621 | 1,86 | 9,117824| 40,27

C 12,5 [12,8586 | 2,86 |13,6403(9,12 (12,9925 3,94 14,1877 13,5 |14,18756 13,5 |12,99255 3,94 |13,06805 | 4,54

D 25  |24,3370]| -2,65 |25,0115| 0,04 |24,3318| -2,67|27,8466| 11,38[27,84661| 11,38|24,33175| -2,67|21,37267 | -14,5

E 50  149,7374| -0,52 |48,8703|-2,25|49,4322| -1,13|53,6591| 7,31 [53,65932] 7,31 |49,43204| -1,13|43,77121 |-12,45
F 100 91,125 | -8,87 |90,237 [-9,76|91,091 | -8,9 [97,2480(-2,75 |97,24873-2,75| 91,091 |-8,9 95,765 -

determinacion semicuantitativa de los niveles de
anticuerpos. Esta ultima es una limitacidn
conocidade este tipo de ensayos.

No obstante, en este estudio se siguieron
las recomendaciones del fabricante del reactivo,
realizando el tratamiento de los datos de
calibracién como si se trabajase con un método
cuantitativo. Otra limitacidon inherente a estos
inmunoensayos es la falta de pasos previos de
extraccion del analito de la matriz en que se
encuentra. Asi, la especificidad de la medida
reposa en la interaccién antigeno-anticuerpo (6) y
la posibilidad de reacciones cruzadas (7). Ademas,
no existe consenso acerca de cudl es la descripcion
matematica mas adecuada de los datos de
calibracion, sino que existen ciertas recomenda-
ciones para llevar a cabo el tratamiento de los
datos. Esto ultimo obliga al profesional bioquimico
aprestar especial atencion cuando decide validar o
rechazarlosresultados de un ensayo de este tipo.

A partir del andlisis presentado se puede
concluir que el ajuste exponencial (i) y el ajuste de

Boltzmann” (iii), ambos con transformacion
logaritmica del nivel de anticuerpos, combinan
valores de R’ y ERP comparables al modelo 4 PL
(vi), tomado como referencia y que es el
recomendado por el fabricante del reactivo.
Considerado individualmente, se confirma que un
valor altoy cercano ala unidad en el coeficiente de
correlacion de la curva estandar es insuficiente
como requerimiento para garantizar la exactitud
del ajuste (3), y es necesario recurrir a criterios
adicionales. Entre éstos, ademas de la reprodu-
cibilidad, se considera conveniente minimizar el
valor del ERP en las concentraciones de los
calibradores estimadas a través del procedimiento
de ajuste inverso (4, 8). En este trabajo se
considerd tolerable una desviacién <10 % en el ERP,
condicién satisfecha por los modelos i) y vi). Por
otro lado, los ajustes lineales iv) y v) presentaron
dos calibradores con ERP 2 10 % y el modelo
cuadratico generd tres puntos fuera del rango de
aceptacion. Es de destacar que si bien los ajustes
lineales exhiben valores altos del estadistico R’
hay inconsistencia con los inaceptablemente altos
valores de ERP para el tercer y cuarto punto de



calibracién, tal como muestralatabla1.

En endocrinologia se ha estudiado
extensamente la aplicacion de distintos modelos
matematicos en la técnica de radioinmunoanalisis
(RIA) para cuantificar analitos presentes en
concentraciones muy bajas en muestras
bioldgicas. Estos modelos fuerzan la linealidad de
los datos de calibracién por medio de transforma-
ciones en las escalas (9). Por el contrario, el
enfoque del desarrollador del reactivo utilizado en
este trabajo apunta a no extender esos criterios a
las calibraciones de los ELISAs, sino respetar la
tendencia de los datos y usar el modelo que mejor
los describe. Una de las ventajas de nuestro
estudio consiste en usar los niveles de los
calibradores declarados o nominales en el andlisis
de ajusteinverso enlugar de diluciones seriadas de
un standard de concentracién conocida (3), lo que
elimina la posibilidad de introducir errores experi-
mentales que dificulten la interpretacion. Con
respecto ala descripcion de los calibradores por el
modelo 4PL es esperable que la matriz de los
calibradores no sea idéntica a la matriz de las
muestras bioldgicas a analizar en cuanto a su
composicién, ya que es posible que los
calibradores contengan conservantes, colorantes,
entre otros aditivos no declarados. En este trabajo
se asumid que la diferencia es minimaylamatrizde
los calibradores es suficientemente representativa
del suero humano de manera que seria valido
extender las conclusiones del ajuste inverso a lo
que ocurrirfaal procesar las muestrasincdgnitas.

Porlo tanto, y segun los resultados presen-
tados, el reemplazo del modelo 4 PL sdlo es
adecuado si se utiliza el modelo exponencial o alo
sumo Boltzmann y es inapropiado cualquier otro
tipo de ajuste lineal o no lineal. El analisis
presentado en este trabajo se simplifica
notablemente en los instrumentos modernos que
ejecutan ELISAs de manera automatizada, ya que

incorporan datos del ajuste inverso y estadisticos
para cada curva de calibracién y los ponen a
disposicion del operador al finalizar la corrida.

Por otro lado, se espera que el avance en el
desarrollo de programas de andlisis facilite la
implementacién de rutina del modelo 5PL (10) si
fuese necesario representar una curva asimétrica
en lugar del modelo 4 PL (11, 12). En resumen,
creemos que la aplicacidon de este breve andlisis
brinda al bioquimico herramientas para tomar la
decision mas acertada antes de validar un
inmunoensayo de estas caracteristicas y prevenir
la introduccion de errores sistematicos en su
rutinadiaria.
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Latransglutaminasa prostatica TG-4 es una proteina de expresién exclusivaenla
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> >> RESUMEN

Introduccién: La transglutaminasa prostatica es
una proteina con una expresion exclusiva en la
prdstata. Aunque su funcién no ha sido del todo
esclarecida, multiples estudios confirman sus
implicaciones en procesos como la agresividad de
las células cancerosas. Los actuales conocimientos
permiten plantear hipdtesis para nuevas y mas
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avanzadas investigaciones en este campo.
Objetivo: Describir los aspectos bioquimicos e
implicaciones clinicas de la transglutaminasa
prostatica. Métodos: Serealizd unabisquedaenla
literatura nacional y mundial en idioma inglés y
espafiol a través de las bases de datos
MEDLINE/PubMed, ELSEVIER, SciELO, EBSCO,
Hinari y Google Schcolar. Se consultaron 29
documentos publicadas entre 2003 y 2018.
Conclusidn: El caracter de expresion de prdstata
restringida de la transglutaminasa prostatica
plantea la posibilidad de una nueva diana para el
cancer de prdstata.

Palabras clave: Cincer de prdstata; transglu-
taminasa prostatica; transglutaminasa 4; CaP TG;
TG-4.

>>> INTRODUCCION

El cancer de préstata (CaP) constituye, en
hombres, el segundo diagndstico oncoldgico mas
frecuente y una de las principales causas de
mortalidad general y cancer especifica (1) Se
estima que 1,1 millones de hombres en todo el
mundo fueron diagnosticados con cdncer de
préstataen2012(2)

Por tal magnitud del problema sanitario
que representa el CaP se hace necesario que se
profundice en nuevas y mas eficaces herramientas
de diagndstico temprano de esta neoplasia, asi
como de unaterapéuticamas eficaz.

Las potencialidades de diferentes enzimas,
proteinas y, en general, principios activos han
motivado un ambiente sobre la posibilidad de
disminucidn de las altas tasas de mortalidad que
causa este tipo de tumor.

En tal sentido, la presente revisidn,
pretende describir los avances en materia de la
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comprensidon de la proteina transglutaminasa
prostdtica (TG-4) de cuya funcién biolégica en
humanos se conoce poco.

El objetivo fue describir los aspectos
bioquimicos e implicaciones clinicas de la
transglutaminasa prostatica.

>>> METODOS

Se realizd una busqueda bibliografica en
idioma inglés y espafiol a través de las bases de
datos MEDLINE/PubMed, ELSEVIER, SciELO,
EBSCO e Hinari. Se consultaron 29 publicaciones
entre 2003 y 2019. Para la busqueda se emplearon
las siguientes palabras transglutaminasa
prostatica, transglutaminasa 4y TG-4.

=>>> RESULTADOSY DISCUSION

La TG-4 también es conocida como vesiculas o
proteinadorsal delapréstata1(DP1)(3)

Se expresa especificamente en el epitelio

de la prdstata (4) y se pueden aislar en fluidos
prostaticosy plasmaseminal. Enratas, laenzimaes
responsable de la reticulacidon durante la
formacion del tapdén copulador y puede estar
involucrada en la motilidad de los
espermatozoidesylainmunogenicidad(5)
Los ratones con eliminacion genética de la TG-4
exhiben una fertilidad reducida debido a defectos
en la formacién de tapones copulatorios. La
funcién exacta de TG-4 en humanos no se conoce
con exactitud. Sin embargo, algunos informes
recientes sugieren una relacién entre el aumento
de la expresion de TG-4 y la promocién de un
fenotipo agresivo de cancer de préstata.(6)

Ademas, la TG-4 se ha relacionado con el
aumento delafertilidad enloshombres(4)
Autores de varios estudios han establecido ala TG-



4 como unmarcador especifico parala prdstata.
Para su validacién, se ha investigado sobre Ia
expresion de TG-4 en una amplia seleccion de
tejidos humanosy evaluando tanto el ARNm como
los niveles de proteina. Al realizar la reaccion en
cadena de la polimerasa de gota digital (PCR) en 11
muestras de tejido se detectd TG-4,
especificamente en la glandula prostatica (figura
1A).

También se utilizaron anticuerpos para
caracterizar la distribucion de la proteina TG-4 en
un panel de mas de 15 tejidos, y la union del
anticuerpo fue detectado por inmuno-
histoquimica y por amplificacién por circulo
inmunorodante, observdndose una tincidn
distintiva en el epitelio de la prdstata, mientras que
los tejidos restantes demostraron ser muy tenues
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o sin tincién (figura 1 B). La expresién de TG-4
dentro de la glandula prostética se restringio adn
mds aregiones especificas (figura1C) (7)

Se conoce que el gen que codificalaTG-4 se
encuentra en el cromosoma 3, en laregion 3p21.31
(8) Un y otros,(9) informaron que los tejidos
normales de prdstata en humanos son positivos
para TG-4. Los autores observaron una reduccion
en la positividad en los tejidos tumorales de
prdstata, y en particular, la que tenga una
puntuacion de Gleason mas alto (4/5). El estudio
indicd, ademas, que los tumores metastasicos de
cancer de prdstata tienen un bajo grado de
expresion TG-4. Al utilizar un método no
cuantitativo, Any otros (10)indicaron que el patrén
de expresion de la TG-4 en el cancer de prdstata es
diferentedeladelaTG-2.

Analizador Multiparamétrico

Dispositivo individual de un solo uso
que contiene todos los reactivos
necesarios para realizar el ensayo.

Capacidad multiparamétrico:
Procesa hasta 30 diferentes pruebas

por corrida.

La velocidad permite obtener resultados
simultaneos de diferentes paneles.

El primer resultado se obtiene antes de

90 minutos.

Volumen de muestra:

La muestra se dispensa manualmente.
ELISA: Minimo de muestra 60 uL
Fijacién de complemento: Minimo de
muestra 120 uL

Fijacion del Complemento

Bordetella Pertussis
Borrella
Brucella

Campylobacter Jejuni
Legionella Pneumophila

Leptospira Mix

Listeria Monocytogenes

Shigella Flexneri

Yersinia Enterocolitica

Echo Virus N Mix
Poliovirus Mix
Adenovirus

Chilamydia

Echo Virus P Mix
Influenza A Virus
Influenza B Virus
Mycoplasma Pneumoniae
Parainfluenza Mix
Q-Fever

Reovirus

Respiratory Syncythial Virus
Coxsackie Virus A Mix
Coxsackie Virus B Mix
Achinococcus

Nircor

Préximamente disponibles: Borellia IgG - IgM, Vitamina D, Chlamydia Trachomatis IgG - IgA, Parvovirus IgG - IgM, Panel Vacunacion (Tetanos - Difteria - polio IgG), EBV VCA Recombinante.

BIODIAGNOSTICO

Av. Ing. Huergo 1437 P.B. “I” C1107APB - Buenos Aires Argentina Tel./Fax: +5411 4300-9090
info@biodiagnostico.com.ar www.biodiagnostico.com.ar




Similares resultados mostrdé un analisis
cuantitativo de la transcripcion del gen, lo cual
confirma que el nivel de expresiéon de laTG-4 enlos
tumores de prdstata humanos parece ser mayor
que en los tejidos normales(11) Ademas, un
numero de lineas celulares de cancer de prostata
también han demostrado ser positivos para TG-4.

Utilizando un método molecular de
modificacién de genes, la expresion de la TG-4 fue
eliminado de CA-HPV-10, una linea celular de
cancer de prdstata positivo para TG-4. Por medio
del uso de este modelo, se demostré que la
pérdida de TG-4 dio como resultado una marcada
reduccidninvitrodelainvasividad.

Por el contrario, la sobreexpresion de TG-4
en lalinea celular negativa para TG-4, PC-3, resulto
en un aumento significativo in vitro de la
invasividad de las células (12) En conjunto, estos
estudios recientes han demostrado que los altos
niveles de TG-4 estan asociados con un aumento
de la invasividad de las células del cancer de
prostata. También se ha demostrado que la TG-4
estd vinculada a la migracidén celular,
micromovimiento de membrana (13)y adhesién de
lamatriz celular (14). El término transicion epitelial-
mesenquimal (EMT) describe los eventos que
convierten células epiteliales adherentes en
células migratorias individuales que pueden
invadir la matriz extracelular. A nivel biomédicoya
nivel molecular, la EMT se caracteriza por cambios
como el interruptor de la cadherina, pérdida de
citoqueratina, aumento de la expresion de
vimentina y colageno. La migracion EMT esta
ampliamente involucrada en el desarrollo
embrionario y condiciones patoldgicas. Se
produce durante la progresion del cancer. Las
células mesenquimatosas estan asociadas a un
fenotipo de cdncer més agresivo(5)

Se ha demostrado recientemente que TG-4

Revista Bioanalisis | Diciembre 2019 | 15 afios juntos

es capaz de regular la invasién y propiedad
migratoria de las c€lulas tumorales en el CaP. Un
incremento de TG-4 en células CaP haresultado en
un aumento en la migracidén, velocidad e
invasividad de las células neoplasicas y viceversa.
La pérdida de TG-4 se correlaciona con la
disminucidon de la motilidad de las células. Las
investigaciones han proporcionado evidencia para
confirmar la aparicion de EMT en las células del
CaP, después de la expresion de TG-4. Estos datos
han demostrado que, tanto la sobreexpresion de
TG-4 en células de CaP y el tratamiento de células
de CaP con TG-4 exdgena, dio lugar a una pérdida
de E-cadherina en las células y hasta cierto punto
un aumento en N- cadherina, un interruptor de
cadherina. Por tanto, esta claro que los niveles
altos de TG-4 estan asociados con la bioquimica 'y
marcadores moleculares indicativos de EMT en las
células(s)

Los agentes/moléculas que regulan la EMT
enlas células de CaP hansido dificiles de conseguir.
Zhu y Kyprianou (15) han demostrado que el
andrégeno es capaz de inducir EMT en células de
CaP. Es muy interesante notar, sin embargo, que
algunas de las proteinas especificas de la préstata,
como la calicreina 4 y la calicreina 3 (PSA), también
son reguladores de la EMT en las células de CaP.
Asi, la TG-4 puede actuar como un potente
inductor de EMT en el anfitridn, similar al
observado con el PSA en la induccion de EMT y
progresién tumoralen CaP(5)

El valor terapéutico de apuntar a los
eventos celulares y moleculares relacionados con
EMT se ha propuesto en afos recientes. Los
estudios han demostrado ser un factor asociado
conagresividad delas células de CaP, laimplicacion
clinicadelaTG-4 en pacientes con CaPaunnoseha
establecido completamente, pero muestran ser
muy prometedores(5)
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Fig. 1- La IG-4 se expresa en el epitelio de la
prostata. A: El ARNm de 1G-4 fue detectado en tejido
prostatico. B: Se observd un fuerte tincion de TG-4 en el
epitelio de la prdstata, mientras que los tejidos restantes
mostraron una coloraciéon muy d{ebil o nula (de izquierda a
derecha: prdstata, tifion, duodeno, epididimo, higado,
testiculo, vesicula biliar, pulmdn, amigdalay placenta) C: La
expresion de TG-4 se restringid a ciertas regiones dentro de
la glddula prostética en una seccidn de tejido con expresion
TG-4 marcada (izquierda), una zana de transicién donde la
prostata y el epitelio contienen células positivas y células
negativas para TG-4 (centro) y una regién sin expresion TG-
4 (derecha). Barras de escala: 200 mm.(7)
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La interaccion entre las células cancerosas
circulantes y el revestimiento vascular ha sido
ampliamente explorada. Esta interaccion es un
evento critico durante la propagacion de las
células cancerosas (16). Es parte del evento inicial
en el proceso de metastasis, lo cual permite la
supervivencia de las células cancerosas
circulantes. (17)

En células de CaP PC-3, la sobreexpresion
de TG- 4 aumentd su capacidad de adherirse a
ambas células endoteliales quiescentes y
activados (por HGF). Por el contrario, la célula de
CaPCA-HPV-10, que expresan altos niveles de TG-4,
reduce la adhesividad a las células endoteliales
después de que la expresiéon de TG-4 fue
suprimida.

Con el uso de celda eléctrica con sustrato
de impedancia basada en la frecuencia, se
encontrd que la adhesién mediada por TG-4 dio
como resultado un cambio en la impedancia a
bajas frecuencias (400 Hz).

El estudio también demostrd que la
expresion de la TG-4 rindid las células para regular
las interacciones endoteliales sin pasar por la via
de ROCK. Por tanto, la TG-4 puede jugar un papel
fundamental en la interaccidon entre las células
endotelialesy de cancer de préstata(18).

En conclusidn, la literatura sobre la funcién
bioldgica de la TG-4 en las células, incluyendo las
células de cancer de prdstata, es muy limitada. Sin
embargo, estd claro que la TG-4 tiene una fuerte
influencia sobre la agresividad de las células del
cancer de prostata. El caracter de expresion de
prostata restringida de 1aTG-4 plantea la
posibilidad de una nuevadiana para enfermedades
relacionadas con la prdstata, especialmente el
cancer de prdstata, la segunda causa de muerte
porneoplasiaenloshombres.
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Marcadores angiogénicos.
de preeclamsia relacién sflt-
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La Preeclampsia (PE).se presenta cuando en lagestacion falla laimplantaciondela
placenta (placentacién), disminuyendo el flujo sanguineo, aumentando la presién
arterial con pérdida de proteinas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que

en Argentina es la segunda causa de mortalidad materna. Un marcador diagndstico
temprano es fundamental en estos casos. La determinacién del Factor de Crecimiento
Placentario (PIGF) y las tirosinas kinasas-1 simil-fms solubles (sFlt-1) y la relacién entre
ambos hademostrado tener un alto valor predictivo para PE.
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La preeclamsia (PE) es un trastorno
hipertensivo que afecta al 3-5 % de los embarazos
causando una importante morbilidad y mortalidad
materno-fetal a nivel mundial

Se trata de un sindrome heterogéneo de

etiologia multifactorial, que puede desarrollarse a
partir de la semana 20 de gestacion. Factores
ambientales, inmunoldgicos y genéticos
predisponen a la lesidn inicial que a través de
diferentes mecanismos fisiopatoldgicos producen
alteraciones en la formacién de los vasos
sanguineos delaplacenta. EnlaPElainsuficienciae
isquemia placentaria libera factores causantes de
perturbacidn en la angiogénesis y de dafio en los
endotelios maternos.

Hay evidencias crecientes que los factores



de crecimiento como el Factor de Crecimiento
Placentario (PIGF)y las tirosinas kinasas-1 simil-fms
solubles (sFlt-1) desempefian un papel importante
eneldesarrollodelaPE.

El PIGF (factor proangiogénico) es
responsable de la funcién placentaria normal,
mientras que la sFlt-1 (factor antiangiogénico)
actdaimpidiendo la unidon del PIGF a los receptores
endoteliales.

Los niveles circulantes de estas proteinas estan
alterados en mujeres que desarrollan PE

El desequilibrio angiogénico y el aumento
de los factores proinflamatorios, contribuyen en
una segunda fase a una disfuncién endotelial con
vasoconstriccion, aumento de la permeabilidad y
activacion de plaquetas, que causa los signos

tipicosdelaPE.
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La determinacidn de la relacion sFlt-1/PIGF
permite evidenciar dicho desbalance angiogénico
antes de la aparicion de los sintomas, lo cual
permite su uso clinico para diferenciar mujeres con
embarazos normales de aquellas con un riesgo
elevado de desarrollar complicaciones
placentarias.
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TEST PREDICTIVO-

PRONODTICO PARA

DIAGNODTICO DE
PREECLAMPSIA

RELACION

SFLT-1/PIGF

Los inmunoensayos Elecsys de Roche
Diagnostics sFlt-1 y PIGF son las primeras pruebas
diagndsticas automatizadas disponibles y
aprobadas para uso como auxiliar en el
diagndstico de PE. Las determinaciones se realizan
en muestras de suero en los equipos automati-
zados Cobas por Electroquimioluminiscencia
(ECLIA).

La relacion sFIt-1/PIGF ha demostrado tener
un mayor valor predictivo para PE que la medicion
de cadaparametro por separado

¢AQUIENES INDICARESTE ESTUDIO?

Se recomienda su uso junto con criterios
clinicos, a embarazadas con sospecha de PE
después de la semana 20 de gestaciony a las que
presentanfactores deriesgo como:

¢ Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos

e Enfermedadrenal

e PEenembarazoanterior

e Lupuseritematoso

e Hipertensidnarterial crénica

e Diabetes mellitus

e Antecedentes familiares de enfermedad
cardiovascular

e Obesidad
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> >> RESULTADOS

PREECLAMSIAPRECOZ (semana20a33)

SFLT-1/PIGF| NO DESARROLLARA PE | yALOR PREDICTIVO
EN LA PROXIMA SEMANA | NEGATIVO: 99,7%

SFLT-1/PIGF
38a85

ALTO RIESGO DE
DESARROLLARPE EN
LAS PROXIMAS 4 SEMANAS

VALOR PREDICTIVO
POSITIVO: 38,6%

SPECIFICIDAD: 99,5%
SENSIBILIDAD:88%

PREECLAMSIA TARDIA (semana 34 hasta final del
embarazo)

SFLT-1/PIGF| NO DESARROLLARA PE | yALOR PREDICTIVO
EN LA PROXIMA SEMANA | NEGATIVO: 99,1%

SFLT-1/PIGF
38a110

ALTO RIESGO DE
DESARROLLARPE EN
LAS PROXIMAS 4 SEMANAS

VALOR PREDICTIVO
POSITIVO: 38,6%

SFLT-1/P|GF ALTA SOSPECHA DE

SPECIFICIDAD: 99,5%
SENSIBILIDAD:88%

La relacion sFlt-1 /| PIGF ofrece una herramienta
util y valiosa en el diagndésticoy manejo delaPE

El alto valor predictivo de dicha relacion
ayuda a los médicos a tomar decisiones,
reduciendo asi los costos para el sistema de salud.
Permite descartar dudas en embarazadas con bajo
riesgo, al predecir que no desarrollara PE por una
semana e identificar a aquellas con alto riesgo de
desarrollarla en las préximas 4 semanas y que
requieran mas control.



Tiene el potencial de convertirse en un
parametro prondstico de la PE y de eventuales
complicaciones de la madre y el feto, ademas de
ser util en la estratificacion de riesgo de dicha
enfermedad. La combinacién de marcadores
ecograficos, clinicos y bioquimicos aumenta la
capacidad predictiva contribuyendo a un
diagndstico tempranoy preciso.
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Implementacion del algoritmo reverso para el
cribado de sifilis en un laboratorio clinico.

>>> La sifilis es un problema de salud publica en todo el mundo el diagnéstico

temprano y correcto es imprescindible En el siguiente trabajo se evalian ventajas y
desventajas en laimplementacidn del cribado parasifilis con el algoritmo reverso.
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RESUMEN

Introduccion: La sifilis sigue siendo un problema
de salud publica en todo el mundo; la precisién de
las pruebas de diagndstico es fundamental para el
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éxito de su control. Actualmente, hay dos enfo-
ques para el diagndstico seroldgico de la sifilis: el
algoritmo tradicional y el algoritmo reverso.
Obijetivo: Analizar las ventajas y desventajas en la
implementacion del cribado para sifilis con el
algoritmo reverso en un laboratorio clinico de
pacientes ambulatorios.

Materiales y Métodos: Se realizé un estudio de
corte transversal analizando 246 sueros reactivos
en el cribado sobre un total de 14.700 solicitudes
de serologia para sifilis. Se utilizaron los ensayos
ARCHITECT SyphilisTP,V.D.R.L. y FTA-Abs.
Resultados: De los 246 sueros reactivos por
ARCHITECT Syphilis TP, 129 fueron reactivos y 117
noreactivos conV.D.R.L., éstos ultimos resultaron
97 reactivos y 20 no reactivos por FTA-Abs,
sugiriendo falsos positivos (0,13%). Se detectaron
dos casos de infeccién primaria, no detectados
conV.D.R.Lyun caso de infeccion primaria en una
gestante conunvaloralto S/COyV.D.R.L. de 1dils.
Conclusiones: Entre las ventajas de utilizar el
algoritmo reverso se encontré mayor sensibilidad
en la deteccidn de sifilis primaria; automatizacion,
trazabilidad, interpretacion objetiva y resultados
concluyentes

Palabras clave: sifilis; algoritmo inverso para sifilis;
inmunoensayo de quimioluminiscencia treponé-
mica.

== INTRODUCCION

La sifilis, causada por la espiroqueta
Treponema pallidum subespecie pallidum, es una
enfermedad venérea de presentacion variada y
compleja. Puede ser transmitida por medio de
unas pocas vias: contacto sexual, introduccién
directa en el aparato vascular por medio de agujas
compartidas y transfusiones infectadas o
transferencia transplacentaria de espiroquetas. La
enfermedad clinica se dividid en una serie de
estudios clinicos sintomaticos secuenciales,
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separados por periodos de infeccidon latente:
periodo de incubacidn, primario, secundario,
tardio o terciario y sifilis congénita cuando la
transmision es vertical (1).

Para el diagndstico clinico es mandatorio el
uso de adecuados métodos de laboratorio y la
interpretacidon de los resultados en base a la
historia clinica del paciente y el examen fisico.
Treponema pallidum no puede ser cultivado invitro
por lo que se han desarrollado varias técnicas
diagndsticas, directas e indirectas, no existiendo
aunununico ensayo para el diagndstico (2).

Los métodos directos, incluyen microsco-
pia de campo oscuro en muestras de fluidos o
frotis de lesiones, andlisis con anticuerpos
fluorescentes en muestras de lesiones o secciones
de tejidos y reaccidon de polimerasa en cadena
(RPQ).

El diagndstico indirecto se basa en técnicas
inmunoldgicas para la deteccién de anticuerpos,
no existiendo aun un método estandar de oro
universalmente aceptado. Tradicionalmente se
han utilizado los métodos no treponémicos en el
cribado y los treponémicos como confirmatorios
(Figura 1). Todos los métodos no treponémicos
miden anticuerpos antifosfolipidicos totales
formados por el hospedero en respuesta a los
l[ipidos de las superficies celulares de los
treponemas (reaginas sifiliticas) y utilizan como
antigenos una mezcla de cardiolipinas, lecitina y
colesterol; entre éstos encontramos los ensayos
seroldgicos ampliamente usados, con base en la
técnica de Wassermann (1906), como la reaccién
de reagina plasmatica rapida (RPR), Laboratorio
de Investigacion de Enfermedades Venéreas
(V.D.R.L.)yV.D.R.L.modificado o reagina sérica sin
calentar (USR).

Entre las técnicas inmunoldgicas treponé-



micas, que detectan anticuerpos especificos de
treponema, se han empleado: absorcion de
anticuerpos treponémicos fluorescentes (FTA-
Abs) y ensayos de microhemaglutinacién
aglutinacion de particulas para T. pallidum (MHA-
TP; TPPA(3,4).

=>> Figura 1. Algoritmo tradicional para el
cribado desifilis.

disminuye con el tratamiento hasta ser indetecta-
bles mientras que los ensayos inmunoldgicos
treponémicos permanecen siempre positivos.

> > Figura 2. Algoritmo reverso para el cribado
desifilis.

Método no treponémico
(). V.D.R.L. 0 RPR)
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Método treponémico
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¢
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confirmatorio diferente
(FTA-Abs o TPPA)
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Reactivo
(sifilis pasada o presente)

Durante la ultima década, se han desarro-
llado nuevos ensayos seroldgicos treponémicos
usando anti-genos especificos (nativos y
recombinantes) y nuevos formatos, que incluyen
métodos rapidos basados en inmunocromato-
grafia, inmunoensayos enzi-matico y quimio-
luminiscentes (EIA; CIA), muchos de éstos
totalmente automatizados, asegurando traza-
bilidad de las muestras y objetividad en el resulta-
do, constituyendo la base para establecer el
algoritmo de cribado de secuencia reversa, en el
cual las muestras son analizadas con un ensayo
treponémico seguido de un analisis de los sueros
reactivos con un ensayo no treponémico(s)
(Figura 2). Este algoritmo reverso constituye un
cambio notable en la interpretacion del
diagndstico seroldgico ya que la respuesta
inmunoldgica de los métodos no treponémicos

Es importante que los profesionales de la
salud conozcan los fundamentos de estos
métodos, su alcance, interpretacion e implicancias
para la salud publica (5,6). La Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) y el Centro para el
Control y Prevenciéon de Enfermedades (CDC)
contindian recomendando el algoritmo tradicional
con cribado no treponémico; sin embargo, el CDC
establecié recomendaciones para los laboratorios
que utilicen el algoritmo reverso (7-9). El cribado
con ensayos treponémicos es recomendado por el
Centro para el Control y Prevencién de
Enfermedades Europeo (ECDC) (10). El objetivo de
este estudio fue analizar las ventajas y desventajas
en laimplementacion del algoritmo reverso en un
laboratorio clinico de pacientes ambulatorios.



~>> MATERIALESY METODOS

Se realizé un estudio de corte transversal,
observacional, analizando 246 sueros reactivos
por el método quimioluminiscente de cribado
sobre un total de 14.700 solicitudes de serologia
para sifilis, que fueron recibidas en nuestro
laboratorio durante el periodo septiembre de 2014
hasta enero de 2017. La identidad de los pacientes
no fue revelada y los datos procesados anénima-
mente (Tabla 1). Los requerimientos pre-analiticos
para la obtencién de las muestras de sangre
fueron: puncidn venosa entre las 7:00 y 10:00 am,
ocho horas de ayuno, coagulaciéon de 30 minutos a
temperatura ambiente en tubos con gel acelera-
dor de la coagulacién y centrifugacién durante 15
min a 3.600 rpm. Los sueros asi obtenidos, se
procesaron con las muestras diarias de rutina y/o
se guardaron a 4°C hasta su procesamiento
durante unlapso de tiempo que no superdlossiete
dias segun las recomendaciones del fabricante
para la estabilidad de los sueros. El cribado
treponémico se realizé con el ensayo ARCHITECT
Syphilis TP (Abbott, Alemania), con principio en un
inmunoanalisis quimioluminiscente de micro-
particulas (CMIA) para la deteccién cualitativa de
anticuerpos frente a T. pallidum empleando
antigenos recombinantes (TpN15, TpN17y TpN47).
Elensayo comparalasefial delamuestray el punto
de corte (S/ CO) interpretando los valores S/CO = 1
como reactivos. La verificacion del desempefio del
método fue realizada por nuestro laboratorio en
un estudio previo". Todos los sueros reactivos (n =
246) en el cribado fueron posterior- mente
analizados con el ensayo reflejo no treponémico
V.D.R.L. modificado (Wiener Lab, Argentina). Un
total de 117 sueros resultaron no reactivos por el
método no treponémico y fueron a continuacién
analizados con la técnica FTA-Abs (Biocientifica
S.A., Argentina) segun indica el algoritmo reverso

(Figura3).
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> > Figura 3. Resultados del cribado para sifilis
utilizando el ensayo quimioluminiscente ARCHI-
TECT Syphilis TP.

ARCHITECT Syphilis TP

n = 14.700
| [
[ [
No reactivo Reactivo
n = 14.454 n = 246
(98,3%) (1,67 %)
| [
[ [
V.D.R.L V.D.R.L.
No reactivo Reactivo
n=117 n=129
(0,79 %) (0,88 %)
FTA-Abs
n=117
(0,79 %)
| [
[ [
No reactiva Reactiva
n=20 nE="97
(0,13 %) (0,66 %)

El procedimiento de control de calidad
interno para el ensayo ARCHITECT Syphilis TP se
realizd segun recomendaciones del fabricante,
procesando una muestra Unica de control reactivo
y no reactivo cada diade suusoy para cadalotede
reactivos. Enlarealizacion delatécnica FTA-Abs se
procesaron muestras reactivas y no reactivas con
cadaimpronta usada. Cuando se utilizé el método
V.D.R.L. modificado se empled un pool de sueros
reactivos de titulo dos diluciones y un pool de
sueros no reactivos, procesados por distintos
operadores.

El control de calidad externo se realizé
mensualmente mediante el programa ProgBA-
CEMIC y trimestralmente con el Programa de
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Evaluacion Externa de Calidad de la Fundacidn
Bioquimica Argentina (PEEC), obteniendo
resultados aceptablesen el periodo evaluado.

Se realizé el cdlculo de sensibilidad y
especificidad analitica para el ensayo ARCHITECT
Syphilis TP para tres valores de corte S/CO: 1; 2,4 y
3,1, utilizando como método de referencia FTA-
Absy se obtuvo el indice de falsos positivos parael
valor de corte declarado por el fabricante (12).

> >> RESULTADOS

En la Tabla 2 se muestra la distribucion de
los resultados de la serologia reactiva en el
cribado. Entre los 246 sueros reactivos por
ARCHITECT Syphilis TP se obtuvieron 129 sueros
reactivos y 117 sueros no reactivos con V.D.R.L.
(Figura 3). La consulta de la historia clinica de los
pacientes indicé que, de los 129 sueros reactivos,
109 correspondieron a pacientes con diagndstico
clinico, dentro de los que se identificaron 39 casos
de infeccidon primaria, uno correspondié a una
mujer gestante conunvaloralto S/COyV.D.R.L.de
1 dils y 20 correspondieron a pacientes en
diferentes estadios de la enfermedad. Los 117
sueros de pacientes con serologia discordante, es
decir, reactivos en el cribado treponémico y no
reactivos por V.D.R.L, fueron analizados mediante
FTA-Abs, 20 sueros resultaron no reactivos (falsos
positivos) y 97 sueros reactivos; de estos ultimos,
en 75 casos se comprobd que correspondieron a
sifilis pasada, dos a infeccién primaria (Tabla 3) y
los 20 casos restantes no pudieron ser corrobo-
rados por la historia clinica y/o no se solicitaron
estudios posteriores para su evaluacion. Entre los
20 resultados falsos positivos, se encontrd que
cuatro correspondieron a pacientes gestantes y
tres a pacientes con infeccién por VIH. A su vez,
estos 20 sueros que resultaron no reactivos por
FTA-Abs tuvieron valores S/CO comprendidos
entre 1,01y 3,45. En base a este hallazgo se calculd
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la sensibilidad y especificidad para distintos
puntos de corte: S/CO = 1, declarado por el
fabricante del ensayo; S/CO = 2,4 seleccionado de
la poblacién estudiada para una sensibilidad de
100% y una buena especificidad y S/CO = 3,1 valor
encontrado en el estudio de Lee y cols(13). Los
valores de sensibilidad y especificidad analitica
obtenidos al utilizar los distintos valores de corte
se muestran en la Tabla 4. Para la poblacidn
estudiada se obtuvo un indice de falsos positivos
de 0,13 %.

> > Tabla 1. Caracteristicas descriptivas de la
poblacion estudiada con serologia reactiva en el
cribado treponémico (n=246)

Variable n (%)
Sexo
Femenino 89 (36,2)
Masculino 157 (63,8)
VIH positivo 59 (24,0)
Femenino 7
Masculino 52
Mujeres gestantes 10 (4,1)*
Edad (afos)
Rango 15-84
Mediana 36

*Se incluye una mujer gestante positiva para VIH.

= > Tabla 2. Distribucidn de los resultados de
serologia para sifilis con el método quimio-
luminiscente ARCHITECT SyphilisTPyV.D.R.L

ARCHITECT SyphilisTP V.D.R.L. VD.R.L V.D.R.L. Total
NR R (1,2,4 dils) R>8dils (n)
R 117 57 72 246

NR: no reactivo, R: reactivo, V.D.R.L: Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Venéreas.

>>> DISCUSION

La implementacion del algoritmo reverso
para el cribado de sifilis constituyé un proceso



gradual en el que se observaron ventajas o
mejoras, tanto en utilidad diagndstica como
operativa; sin embargo, también se observaron
algunas desventajas o dificultades en relacién a
costos e interpretacion de los resultados. Entre las
ventajas del cribado de sifilis con un método
quimioluminiscente de alta sensibilidad, se
destaca la deteccion de sifilis primaria reciente-
mente adquirida en dos pacientes que presenta-
ron el test reflejo V.D.R.L. no reactivo, que no
podrian haberse diagnosticado tan tempra-
namente mediante el algoritmo tradicional (14-16)
(Tabla 3). La sensibilidad de los inmunoensayos
quimioluminiscentes reportada por la bibliografia
y el fabricante fue de 98-99% para sifilis primaria,
coincidente con la encontrada en nuestra serie
(3,17)- Mientras que la sensibilidad del método
V.D.R.L. en la deteccidn de sifilis primaria repor-
tada por la bibliografia fue de 78% (3). Cabe
destacar el resultado concluyente hallado para
una mujer gestante con infeccidn primaria que
mostré una intensidad de sefal alta (S/CO) en el
inmunoensayo treponémico y resultado de 1 dils.
con el ensayo no treponémico. Este resultado es
especialmente relevante conociendo que el
embarazo esta considerado como una causa de
reaccion bioldgica falsamente positiva para

V.D.R.L(18). Sin embargo, para esta paciente se
obtuvo unresultado concluyente en el cribado. En
relacion con el aumento de la sensibilidad en la
deteccion y considerando que la poblacién de
pacientes ambulatorios que concurre al
laboratorio es de baja seroprevalencia para sifilis
(menor a 2%), se encontré un indice general de
falsos positivos de 0,13%, utilizando el valor de
corte declarado por el fabricante S/CO: 1,0. El
indice de falsos positivos ha sido evaluado por
distintos autores; resultados similares a éstos se
observaron en un estudio de Binnicker y cols.
quienes usaron un EIA para el cribado mediante el
algoritmo re- verso en una poblacion con baja
prevalencia para sifilis(19)y encontraron un indice
general de falsos positivos de 0,6%, coincidente
conelreportado previamente por el CDC(9).

Se observd que, los resultados interpre-
tados como falsos positivos (n = 20), tuvieron
valores S/CO comprendidos entre 1,01y 3,45. Lee y
cols (13)., mediante un andlisis con curvas ROC
utilizando el mismo inmunoensayo ARCHITECT
Syphilis TP, informaron una sensibilidad de 82,7% y
especificidad de 87,5%, para el valor S/CO: 3,1.
Utilizando el valor de corte reportado por dichos
autores, se encontrd una sensibilidad y especifici-

Para mayor informacién comunicarse a:

(011)4552-2929

DIAGNOS MED S.R.L. II:

KIT ELISA PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA
DE LA CALPROTECTINA FECAL

Presentacion:
Tipo de Muestra: Fecal

\_

( Informacidn Técnica del kit
Fabricante: Diasource Diagnostics
Metodologia: Elisa
Catalogo: KAPEPKT849

96 determinaciones

Este kit cuenta con la posibilidad de solicitar a parte los tubos

recolectores de muestra.

Este producto se encuentra registrado ante ANMAT, realizamos pedidos
mensuales, consultar por cierres.

diagnosmed@diagnosmed.com
promocion2@diagnosmed.com




dad mas elevadas (98,2y96,8%, respectivamente),
y en consecuencia, la disminucién de resultados
falsos positivos (Tabla 4). En base a estos
resultados se considerd adecuado agregar un
comentario interpretativo en el informe de los
pacientes cuyos sueros presentaron sefales S/CO
de1,0a3,1ycontestreflejo noreactivo, sugiriendo
al médico interpretar el resultado en el contexto
clinico del paciente, evaluando la necesidad de
confirmar mediante otra prueba treponémica o de
repetir la serologia en un lapso de 15 a 21 dias para
determinar seroconversion.

>>Tabla 3. Resultados con serologia
discordante en los métodos de cribado, que
correspondieron al diagndstico clinico de
infeccién primaria

Paciente ARCHITECT Syphilis VD.R.L. FTA-Abs
TP (S/CO) (dils)
1 13,56 NR R
2 7,52 NR R
2% 28,55 4 dils R

FTA-Abs: absorcion de anticuerpos treponémicos fluorescentes, NR: no reactivo, R: reactivo,
V.D.R.L: Laboratorio de Investigacién de Enfermedades Venéreas, 2* resultados obtenidos para
el paciente 2 un mes después.

> > Tabla 4. Sensibilidad y especificidad
halladas para el ensayo ARCHITECT Syphilis TP al
utilizar distintos puntos de corte y el método FTA-
Abs comoreferencia

S/CO 1 2,4 3,1
(Declarado por el (Leey cols ™)
fabricante)
Sensibilidad (%) 100 100 98,1
Especificidad (%) 35,5 77,4 96,8

Se menciona que cuatro mujeres gestantes
(de 10 analizadas) tuvieron resultados falsos
positivos (CIA reactivo,V.D.R.L. y FTA-Abs no
reactivos) y para estos casos se considerd
adecuado incluir un comentario interpretativo en
el informe y comunicar directamente con el
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médico solicitante. En la reevaluacion se obtuvo el
mismo resultado inicial, sin observar sero-
conversion para V.D.R.L. y FTA-Abs. Es interesante
destacar que una de las cuatro pacientes fue una
mujer gestante con infeccién por VIH. Si bien es
conocido que durante el embarazo se pueden
obtener reacciones bioldgicas falsamente
positivas con los métodos no treponémicos, los
datos son limitados en relacidon a los ensayos
treponémicos (20). Mencionamos también tres
pacientes con infeccién por VIH (de 59 analizados)
cuyos resultados de serologia fueron
interpretados como falsos positivos (S/CO: 1,3; 2,4
y 3,7); uno de ellos se estudié 20 dias después sin
observar seroconversion para V.D.R.L. y FTA-Abs,
mientras que en los otros dos no se realizd un
seguimiento posterior o no se dispuso de datos
seroldgicos previos. Por ello, no se pudo discernir
si fueron verdaderos falsos positivos o pacientes
coninfec- cién por VIH que recibieron tratamiento
y en los que hubo seroreversion de la prueba FTA-
Abs, situacion que se ha descrito en la bibliografia
paraeste grupo de pacientes (21).

Con respecto a las ventajas operativas, se
hace hincapié en la automatizacion del cribado
como recurso para reducir los tiempos de
respuesta frente a la demanda creciente en el
volumen de muestras analizadas por el laboratorio
(700 pruebas mensuales en promedio), la mejora
en la trazabilidad de las muestras, seguridad para
el paciente, la simplificacién del procedimiento
manual laborioso, subjetividad en la lectura y
eliminacién del fendmeno de prozona atribuibles a
latécnicadeV.D.R.L.

Entre las desventajas, se destaca un
aumento de 20 veces sélo en el costo de reactivo
para el cribado mediante el algoritmo reverso
respecto del tradicional, siendo el incremento mas
elevado si se incluye el costo adicional de las
pruebas treponémicas confirmatorias necesarias
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para resolver resultados discordantes. Ademas,
desde el punto de vista de costos en el sistema de
salud, con este algoritmo, a diferencia del
tradicional, se detectan pacientes que requieren
tratamiento (sifilis primaria y latente) como
pacientes que no requieren tratamiento (sifilis
pasada y tratada o falsos positivos) y por esto, es
fundamental una adecuada interpretacién
médica.

Unalimitacion de este estudio fue el uso del
método FTA-Abs como segundo ensayo
treponémico, debido a su menor sensibilidad para
los estadios primario y latente tardio (78-96%)
(2,22), en lugar de la prueba TPPA recomen- dada
por el CDC y las guias actuales del Ministerio de
Salud de Argentina (23). La FTA-Abs ha sido
considerada el estandar de oro como método
confirmatorio (9), debido a su adecuada
especificidady en cada caso serealizé por personal
del laboratorio entrenado y con experiencia en
técnicas de inmunofluorescencia indirecta. No
pueden obtenerse conclusiones estadisticamente
significativas sobre la eficacia del algoritmo
reverso en la poblacién de mujeres gestantesy de
pacientes con infeccién por VIH, debido al escaso
numeroincluido enestaserie.

Finalmente, conociendo que durante los
ultimos afios se ha observado unincrementoenla
incidencia de sifilis en el mundo, y en especial en
América Latina y el Caribe, tanto en poblacion
general como en la tasa de sffilis congénita(24,25)
y analizado las ventajas del algoritmo reverso con
un método quimioluminiscente, se propone su
implementacion en laboratorios medianos a
grandes que cuenten con la infraestructura
adecuada y personal capacitado para asegurar la
eficacia de este algoritmo y la correcta
interpretacion de los resultados en su poblacidon
de pacientes.
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>>> Labotarios Bioars nos presenta el sistema Idylla™ para diagnéstico en oncologia

molecular optimizando tiempo y proporcionando resultados precisos.

El 21 de noviembre pasado, se llevd a cabo
en la Cdmara de Comercio Italiana en la Republica
Argentina, una conferencia internacional
destinadaaunmédicos patdlogosy oncdlogos:

Idylla™: Un paso hacia la medicina de
precision en cancer. Optimizando tiempo y
material en pruebasrapidas

Los disertantes, Juan A Barba Torres
(Export Business Manager Latin America & Japan
de Biocartis) y John Liebregts (Product Specialist

Export de Biocartis), explicaron las ventajas del
novedoso sistema Idylla™ de Biocartis, y del nuevo
ensayo Idylla™ ctEGFR Mutation Assay.

El sistema Idylla™ para diagnéstico en
oncologia molecular se basa en la técnica de PCR
en tiempo real, y proporciona resultados precisos
con impacto directo en la eleccién de cada
tratamiento. Es capaz de detectar mutaciones
relevantes para el estudio de diversos tipos de
tumores, brindando reportes claros, acordes con
loslineamientos de ASCO, ESMO, NCCNy IASLC.



Idylla™ elimina la necesidad de cualquier
procesamiento previo de las muestras. No se
requiere adicion de reactivos, preparacion de
master mix ni centrifugacion, solo hay que afiadir
lamuestraal cartucho dereacciéneinsertarloenel
equipo. El proceso se encuentra completamente
automatizado desde lamuestra hasta el resultado
final, pudiéndose obtener informes enun lapso de
90 a 150 minutos. Idylla™ de Biocartis supera las
barreras tradicionales del diagndstico molecular,
logrando que este tipo de pruebas sean
ampliamente accesibles para todo tipo de
laboratorio, y permitiendo comunicar los
resultados con rapidez, incluso desde laboratorios
descentralizados.

Idylla™ cuenta con una amplia variedad de
aplicaciones en oncologia:

[dylla™ KRAS Mutation Test CE-IVD

Idylla™ BRAF Mutation Test CE-IVD

Idylla™ NRAS-BRAF Mutation Test (CE-IVD)

Idylla™ EGFR Mutation Test* (CE-IVD)

Idylla™ ctKRAS Mutation Test* (CE-IVD)

Idylla™ ctNRAS-BRAF Mutation Test* (CE-IVD)
Idylla™ NRAS-BRAF-EGFR S492R Mutation Assay*
(RUO)

Idylla™ ctNRAS-BRAF-EGFR S492R Mutation
Assay* (RUO)

Idylla™ MSI Assay* (RUO)

Idylla™ ctEGFR Mutation Assay* (RUO)

*Disp. 2675
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Idylla™ ctEGFR Mutation Assay (RUO) de
Biocartis es la versidon de biopsia liquida de la
prueba Idylla™ EGFR (ensayo CE-IVD de biopsia
sélida). Permite, mediante el uso del instrumento
Idylla™, la deteccidon de 49 mutaciones relevantes
del gen EGFR a partir de 2 ml de plasma en un solo
cartucho, en poco mas de dos horas y en forma
totalmente automatizada.
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La obtencidon de una muestra viable (en
cantidad y calidad) para la detecciéon de
biomarcadores oncoldgicos, puede convertirse en
un verdadero desafio en varios tipos de cancer,
incluido el de pulmdn. Esto se debe a varias
razones:

» Las muestras de tejido pueden ser demasiado
pequefas.
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* El contenido del tumor puede ser demasiado
bajo.

* La ubicacién del tumor puede ser dificil de
alcanzar.

El analisis a partir de muestras de plasma se
convierte en una opcién rdpida y rentable, y un
complemento valioso paralas pruebas entejido.

Segun un estudio realizado recientemente,
Idylla™ ctEGFR de biopsia liquida mostré una
amplia concordancia con el método de referencia
NGS, habiendo detectado 8 mutaciones
adicionales no encontradas por dicho método
(Reijans et al. “Feasibility Studio of a ctEGFR
Prototype Assay on The Fully Automated IDYLLA™
Platform ESMO 2019”).

Las nuevas tecnologias incorporadas por
Bioars, son parte de la estrategia de permanente
crecimiento e innovacion que viene llevando a
cabolaempresa.

Agradecemos todos los profesionales que
participaron en el evento por suinvaluable aporte,
y por el interés demostrado ante los temas
propuestos.
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Leucemia linfoblastica con compromiso de SNC:

evaluacion del liquido cefalorraqui

por citometria de flujo
./

al diagnéstico

L_

En el siguiente trabajo se estudia el valor del analisis del LCR por citometria de
flujo (CMF) para diagnosticar compromiso de sistema nervioso central (SNC) en
pacientes con Leucemialinfoblastica aguda (LLA), y su paridad con la citomorfologia por

cytospin (CC) que es, hasta el momento, el método gold standard para la deteccién de
linfoblastos en el liquido cefalorraquideo (LCR)
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~>> RESUMEN

La citomorfologia por cytospin (CC) es,
hasta el momento, el método patrén oro para la
deteccién de linfoblastos en el liquido
cefalorraquideo (LCR) en leucemia linfobldstica
aguda (LLA) y para guiar las decisiones
terapéuticas. La citometria de flujo (CMF) es un
método utilizado paraidentificar el linaje de células
en muestras de médula dsea, sangre y otros
tejidos. Sinembargo, no existe consenso aun sobre
el valor de su aplicacion en muestras de LCR.



Obijetivos: explorar el valor del andlisis del LCR por
CMF para diagnosticar compromiso de sistema
nervioso central (SNC) en adolescentes y adultos
jovenes (AYA) y adultos con diagndstico de LLA en
el Hospital Ramos Mejia y determinar su impacto
en la sobrevida global (SG), comparar el
rendimiento de la CMF y la CC, y de- terminar
factores clinicos/analiticos independientes
asociados al compromiso de SNC en LLA.
Materiales y métodos: estudio retrospectivo de 25
pacientes con LLA diagnosticados entre los afios
2015 a 2018, 33 muestras de LCR fueron evaluadas
por CC y CMF al momento del diagndstico y ante
sospecha de recaida, quedando divididos en tres
grupos segun los resultados: CCy CMF (-), CC (-)
CMF (+), CC (+) CMF (+). Los ultimos dos grupos
fueron interpretados como SNC (+) y tratados
como tal. La SG de los tres grupos fue comparada.

Resultados: la sensibilidad y valor predictivo
negativo (VPN) de la CMF fue mayor a la de la CC.
Las SG de los grupos CC-/CMF-, CC-/CMF+,
CC+/CMF+ fueron de 25, 16 y 13 meses,
respectivamente. No hubo diferencias
significativas entre los grupos (p=0,730). El
inmunofenotipo T resulté ser estadisticamente
significativo para el compromiso de SNC (p=0.02).
Conclusién:laCMF +

>>> INTRODUCCION

La LLA es una neoplasia maligna
caracterizada porla proliferaciony acumulaciéon de
células progeni-toras linfoides anormales en la
médula dsea y/o en sitios extramedulares (1,2). Su
incidencia ajustada ala edad es de 1,6(2,4)a 1,7(1,3)
de cada 100.000 individuos por afio en Estados
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Unidos, y no contamos por el momento con la
incidencia estimada en Argentina en pacientes
adultos. El Registro Oncopediatrico Hospitalario
Argentino (ROHA) realizado entre los afios 2000 a
2008 calculé una incidencia de 45,7 casos por cada
1.000.000 de nifios menores de 15 afos por afo (5).
Los estudios en poblaciones demuestran que Ila
LLA tiene una distribucidon bimodal, presentando
un primer pico de incidencia a los 5 afios de edad y
el segundo alrededor de los 50 afios, ocurriendo el
80% de los casos en nifios y el resto en adultos(2),
en quienes se presentan los mayores desafios
terapéuticos, ya que los esquemas
quimioterapicos estan en gran parte basados en
regimenes pediatricos disefiados décadas atras,
con menos conocimiento de la biologia de esta
neoplasia, que muestra diferencias trascendentes
en cada grupo etario(3). Estos regimenes
consisten en ciclos de poliquimioterapia de
induccidén, consolidacidn/ intensificacién y
mantenimiento asociados a quimio-profilaxis
intratecal imprescindible del SNC. Con ellos
actualmente, las tasas de curaciénvande 90% a 60%
en nifos y adolescentes, respectivamente (2). En
cambio, en la poblacién adulta, a pesar de lograr
remisién completa (RC) de 80% a 90%, las tasas de
remisién a largo plazo no superan el 30% al 40%
debido a tasa alta de recaidas; evidenciando que la
diferente biologia de la neoplasia, junto a
comorbilidades frecuentes, diferencias
psicosociales y de contencién con respecto a la
poblacién pedidtrica, influyen negativamente
sobre la terapia, pudiendo contribuir en el
posterior desarrollo de resistencia a la
quimioterapia y, por lo tanto, conducir a la
recaida(1,2). Entre las leucemias agudas que se
presentan en los adultos, las linfoides ocupan el
segundo lugar, en cuanto a frecuencia, detras de
las mieloides. En este grupo etario predominan las
que se desarrollan a partir de células precursoras
de linaje B (75%). EI compromiso del SNC al
diagndstico se detectaenun5-10% de los pacientes,

Revista Bioanalisis | Diciembre 2019 | 15 afios juntos

confiriendo peor prondstico y requerimiento de
terapia dirigida a dicha localizacién. Ademas, las
recidivas en SNC constituyen una de las razones
principales de falla del tratamiento durante el
seguimiento a corto, mediano y largo plazo
estimadas entre 7-15% (4). Ciertas caracteristicas de
laneoplasiason consideradas factores deriesgo de
compromiso del SNC al momento del diagndstico,
como el fenotipo B maduro, fenotipo T, BCR-ABL
1/Phi (+), hiperleucocitosis, LDH elevada indicando
alto recambio celular, que permiten
sospecharla(3,6), mientras que la recaida en SNC
(especialmente en edad pediatrica) suele estar
marcadamente asociada a fenotipo T,
hiperleucocitosis, citogenético de alto riesgo como
t(9;22) (g34.1;q11.2), BCR-ABL1, t(v;11923.3),
reordenamiento KMT2A, hipodiploidia, puncidn
l[umbar traumatica y compromiso de SNC al
diagndstico(4). En términos de terapéutica, la
profilaxisy el tratamiento del SNCen LLA consisten
habitualmente en la administracidn intratecal de
citarabina, metotrexate y dexametasona (Ara-C-
MTX-Dx), este ultimo, ademds, contribuye a
disminuir la incidencia de meningitis aséptica
provocada por las otras drogas. La administracion
sistémica de altas dosis de Ara-C y MTX, con
reconocida capacidad de atravesar la barrera
hemato encefdlica (BHE), no parecen poder
erradicar la totalidad de células leucémicas en los
tejidos encefdlicos, de ahi que la terapia intratecal
seafundamental(7).

Habitualmente, el diagndstico de
compromiso del SNC por LLA surge de la
visualizacion mediante microscopia de células
leucémicas en el liquido cefalorraquideo (LCR) por
citologia convencional y CC, que es considerado el
método patréon oro(7). El Grupo Argentino de
Tratamiento de la Leucemia Aguda (GATLA)(3)
recomienda realizar examen del LCR al diagndstico
por:



- citologiaconvencional /recuento encdmara

- cito-morfologia por cytospin (CC);

- junto a datos clinicos y/o imagenoldgicos
definiendo el compromiso de SNC (Estatus 3) ante:

e lesion tumoral en cerebro o meninges,
evidencia- da en tomografia computada (TC), o en
resonanciamagnética (IRM).

e pardlisis de par craneal aunque no se detecten
blastos en el LCR nilesiones tumorales enla TCy/o
IRM

e compromiso de retina aunque no se detecten
blastos en el LCR nilesiones tumorales enla TCy/o
IRM.

e presenciade > 5 células/micro litro que analiza-
das en el cytospin corresponden mayoritariamente
a blastos, obtenidas mediante puncién lumbar no
traumatica (3).

Resultados distintos a los indicados como
positivos caendentro de la categoriaestatus102.

Sin embargo, la escasez de células en el
LCR, las similitudes morfoldgicas entre células
malignas y benignas y otros factores técnicos, etc.
implican que la citologia convencional y la
evaluacién por CC ya no sean consideradas las
técnicas patrén oro en el significado estricto del
concepto.

En el presente, la CMF es ampliamente

utilizada para identificar el linaje de células en
muestras de médula Jdsea, sangre periférica vy,
menos frecuente- mente, en otros medios y
tejidos. También representa una de las
herramientas que permite evaluar la existencia de
enfermedad residual durante el tratamiento (8).
Sin embargo, hasta el momento no existe
consenso sobre el valor de su aplicacion como
pardmetro para definir conducta terapéutica
cuando es utilizada para evaluar muestras de LCR.

En la certeza de que en materia de
investigacion la leucemia linfoblastica es un campo
en progreso, expongo a continuaciéon mi aporte al
problema cita- do. Propongo realizar un estudio
descriptivo sobre los datos obtenidos de pacientes
con diagndstico de LLA, que tenga como objetivo
explorar el alcance del andlisis por CMF del LCR de
estos pacientes, y evaluar su impacto en la SG,
entendiéndose este concepto como el periodo de
tiempo transcurrido desde el inicio de seguimiento
del paciente hasta el ultimo control realizado o el
fallecimiento del mismo.

>>> MATERIALESY METODOS

La investigacion corresponde a un estudio
descriptivo, longitudinal y retrospectivo cuyo
principal objetivo es evaluar el valor del analisis del
LCR por CMF para diagnosticar compromiso de
SNC en adolescentes, adultos jovenes y adultos
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mayores con diagndstico de LLA y determinar su
impacto en la SG. Para ello, los pacientes fueron
divididos en tres grupos segun los resultados de
CMF y CC. Se analizd la SG de los tres grupos. Los
objetivos secundarios fueron comparar el
rendimiento de la CMF y el CC, y determinar
factores clinicos/analiticos in- dependientes
asociados al compromiso de SNCen LLA.

1. Pacientes

Se incluyeron pacientes adolescentes y
adultos jévenes (AYA), poblacién comprendida
entre los 15 y 39 afios y adultos mayores con
diagndstico de LLA realizado entre los afios 2015 a
2018, los cuales fueron diagnosticados y/o tratados
en el Hospital General de Agudos Dr. José Maria
Ramos Mejia, institucion de salud académica y de
referencia para poblacién sin cobertura social,
ubicada en Ciudad Auténoma de Buenos Aires
(CABA). Los pacientes fueron categorizados en
LLA B o LLA T segun la expresiéon inmunofe-
notipica, y en riesgo intermedio o alto segun la
estratificacion por “grupos deriesgo adaptados de
protocolos pediatricos tipo BFM”.

2. Protocolosdetratamiento

Los pacientes recibieron mayoritariamente
tratamientos quimioterapicos con protocolo
pediatrico ALLIC 2010, protocolo 8-LLA-06, y una
minoria recibieron tratamientos tipo PETHEMA o
HyperCVAD. Los pacientes Phi + recibieron ademas
tratamiento con inhibidor de tirosina kinasa (ITK),
imatinib o dasa- tinib. Aquellos pacientes de alto
riesgo con donante relacionado histoidéntico
fueron consolidados con trasplante alogénico de
médula dsea. Para los pacientes que no tuvieron
criterio de trasplante y/o aquéllos que no contaron
con un donante histoidéntico al menos 8/10, la
quimioterapiay posterior mantenimiento fueronla
alternativa de consolidacion.
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3.Evaluaciony tratamiento del LCR

La evaluaciéon del LCR para detectar
compromiso de SNC se realizd por medio de
puncién lumbar (PL) al diagndstico y en sospecha
de recaida. Todas las muestras del estudio fueron
recolectadas luego de obtener consentimiento
informado por escrito de los pacientes mayores de
18 afos y de tutores legales en el caso de pacientes
menores de edad. Todos los pacientes recibieron
quimioterapia triple intratecal (TIT) con Ara-C 33
mg, MTX 15 mg y Dx 4 mg como profilaxis de SNG;
aquéllos que fueron diagnosticados con
infiltracion leucémica en SNCrecibieron dos PL con
TIT por semana hasta negativizacion por CMF,
seguida de dos PL con TIT una por semana para
consolidar; con un maximo de 8 PL con TIT durante
la induccidn. El LCR fue evaluado por analizador
automatizado bioquimico, CCy CMF.

Las punciones lumbares fueron realizadas
luego de constatar un recuento plaquetario de al
menos 50.000/mm3, previo al inicio del
tratamiento con corticoides y/o quimioterapia; a
excepcion de una paciente cuya PL fue realizada
posterior al inicio de corticoides por tratarse de
una LLA B hiperleucocitaria diagnosticada durante
un fin de semana. Se obtuvo un volumende LCR de
2 a3 ml aproximadamente en un tubo sin reactivo,
utilizado para el andlisis por analizador
automatizado bioquimico y cytospin; y una
segunda muestra con similar volumen en un tubo
con Transfix, utilizado para el andlisis por CMF. Las
muestras para cytospin fueron centrifugadas en un
portaobjetos durante 5 minutos utilizando una
citocentrifuga, fijadas y coloreadas con May-
Grinwald Giemsa y finalmente examinadas bajo
microscopia Optica por médicos residentes de
hematologia y médicos hematdlogos del hospital,
con desconocimiento del resultado de la CMF. La
positividad del cytospin se determind por la
presencia e identificacién morfoldgica de blastos



en una muestra con al menos 5 células, no
traumatica. Las muestras para CMF fueron
enviadas en tubos con Transfix dentro de las dos
primeras horas de realizada la extraccidn,
analizadas en un citdmetro de flujo marca B.D de
ocho colores en el laboratorio de Inmunologia del
Hospital General de Agudos “Dr. Carlos G Durand”.
Se realizéd inmunomarcacion directa utilizando
panel de anticuerpos monoclonales conjugados
con cianinas, PECy7, APC, APCH7,V450y V500 para
la deteccidn inicial de CD45, CD34, MPO, CD79a,
CD19, CD7, CDs3, CDic3, analizados por los
programas FACS- Diva e Infinicyt. Segun el
inmunofenotipo detecta- do se amplificé el panel
de anticuerpos utilizados para categorizar con
mayor precision el subtipo. Se considerd positiva la
muestra con presencia de> 10 eventos
(equiparables a células) con inmunofenotipo
clonalBoT.

4. Anadlisis estadistico:

Se construyd una base de datos individual
para cada paciente con datos clinicos y analiticos, y
fueron analizados estadisticamente por el
programa informdtico Epilnfo(7). Para el analisis
de variables categdricas se usoé el test de Chi2 o
Fisher, y para las variables continuas el test de
Mann-Whitney U. Un valor de p < 0.05 fue
considerado estadisticamente significativo.
Quedaron constituidos tres grupos distintos segun
losresultados de CCy CMF:

1) CC(-)y CMF (-): SIN compromiso de SNC
2)  CC(-)yCMF(+): CON compromisode SNC
3)  CC(+)yCMF(+): CONcompromisode SNC

La sobrevida de los diferentes grupos fue
comparada usando el anadlisis de sobrevida de
Kaplan-Meier. La SG fue definida como el tiempo
transcurrido desde la fecha de diagndstico de LLA
hasta el desarrollo de alguna de las siguientes

circunstancias: muerte por cualquier causa, fecha
final de seguimiento de los pacientes o fecha de
ultimo contacto. El tiempo de seguimiento paralos
pacientes vivos finalizé en el mes de junio de 2018 y
se expresd enmeses.

>>> RESULTADOS

Un total de 25 pacientes presentaron
diagndstico de LLA en el periodo comprendido
entre 2015 a 2018, y un total de 33 muestras de LCR
se analizaron, ya sea al diagndstico y/o almomento
de larecaida. La media de edad de diagndstico fue
de 36 afos (DE+/- 18,5). El 64% correspondid a
pacientes de sexo masculino, 76% fueron LLA de
inmunofenotipo B y 24% fue T. Entre los pacientes
con LLA B, el subtipo predominante fue el comun
(78,9%), y entre los pacientes con LLA T, fue el
cortical (50%). De los 19 pacientes con LLA B, 4 no
pudieron contar con anadlisis molecular de BCR
ABL, 3delos 15 analizados presentaron BCR-ABL 1+
p190 (15,7% del total de LLA B). El 20% (n=5) de los
pacientes fueron estratificados y tratados segun
protocolo pediatrico ALLIC 2010, siendo el 60% de
ellos de riesgo intermedio y el 40% restante de
riesgo alto. El 72% (n=18) de los pacientes fue
estratificado y tratado segun protocolo 8-LLA-06,
correspondiendo el 88,8% de ellos al riesgo alto y el
11,2% a riesgo intermedio. El 8% (n=2) restante no
pudo categorizarse segunriesgo por no contar con
los datos del diagndstico. Los pacientes
hiperleucocitarios fueron el 36,3% (n=8), considera-
dos asi aquéllos que presentaron recuentos de GB
>30.000/mm3 en LLABYyGB >a100.000 en LLAT.
En cuanto al compromiso de SNC al diagndstico, el
40% fue positivo por positividad de CC y/o CMF. Si
consideramos a los pacientes como positivos para
SNC uUnicamente a aquéllos que presentaron CC
positivo (independientemente del resultado de
CMF), entonces el porcentaje desciende al 15%.
Luego de la induccion lograron 1 RC el 60%. Del
total de pacientes con 1* RC, el 60% presentd



recaida en alguna instancia posterior a la
induccidn. Y del total de recaidos, el 55% recayd en
SNCde formaaislada o combinada(Tabla1).

> > Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los
pacientes (n=25)

Caracteristica % (n)

Edad (media) 36 (DE +/- 18,5)
Sexo

- Masculino 64% (n=16)

- Femenino 36% (n=9)
Inmunofenotipo:

B 76% (n=19)

- Comun 60% (n=15) T

24% (n=6)

- Cortical 12% (n=3)
Riesgo al diagnéstico:

Intermedio 20% (n=5)
Alto 72% (n=18)
No determinado 8% (n=2)
SNC + al diagnéstico 40% (n=10)
1° RC 60% (n=15)
Total 25
[Fuente: historias clinicas escritas de Hospital Ramos Mejia

> > Tabla 2. Andlisis de concordancia entre CMF

y CC.
Métodos CC + CC - Total
CMF + 5 15%) 7 (21%) | 12 (36%)
CMF - 0 21 (64%) | 21 (64%)
Total 5(15%) |28 (85%) | 33 (100%)

Pacientes con compromiso de SNC
(aquéllos pertenecientes a los grupos 2 y 3)
presentaron valores mas elevados de LDH: 1801,7
U/L (DE +/- 1430) y 3429,6 U/L (DE +/- 2487),
respectivamente. Dicha asociaciéon no fue
estadisticamente significativa (p= 0.10). La
condicidn de hiperleucocitario tampocoresulté ser
estadisticamente significativa (p=0.86). La
presenciade BCR-ABL1noseasocié enninguno de
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los tres casos detectados a compromiso de SNC.
Por el contrario, el inmunofenotipo T resultd ser
estadisticamente significativo para el compromiso
de SNC (p=0.02), siendo el 83,3% de las LLA T
positivas para SNC. Cabe recordar que la muestra
estudiada no presentd pacientes con diagndstico
de LLA B de células maduras.

>> Fig.1.Comparacionde SGde grupos1,2y3.

Grupos:

SNC 1
B | p—— SNC 2

p-valor 0,7309

r==

=

> > Fig.2. Comparaciénde SGde grupos1y2.
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> > Fig.3.Comparaciénde SGdegrupos2y3.
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El compromiso de SNC fue diagnosticado
por CCy CMF. Enun analisis de concordancia, el 64%
de los pacientes fue (-) para ambos métodos, el 15%
fue (+) para ambos métodos, el 21% resultd (-) para
CCy (+) para CMF, mientras que ningun paciente
pre- sentd (-) para CMF y (+) para CC (Tabla 2). La
sensibilidad de la CC y la CMF fue de 35% y 85%
respectivamente, con una especificidad del 100%
para ambos métodos. Los VPP y VPN de la CC
fueron de 100% y 65% respectivamente, y para la
CMF del 100% y 90% respectivamente. El likelihood
rationegativo (LR -) de la CC fue de 0,65 y el de la
CMF de 0,15. Estos valores permiten determinar
que la CMF tiene una capacidad moderada para
indicar la probabilidad de que pacientes con
compromiso de SNC tengan prueba negativa (FN)
con respecto a la probabilidad de que los no
afectados tengan prueba negativa (VN); mientras
que el cytospin cuenta con una capacidad
insignificante paraindicar lo mismo. Finalmente, se
compararon las tres curvas de sobre- vida. El
tiempo de seguimiento fue de 1a 86 meses, siendo
lamediade 15,72 meses. La SG fue de 25 meses para
el grupo 1,16 meses parael grupo 2,y 13 meses para
el grupo 3. Asi, al observar la fi- gura 1, podemos
inferir que la curva de sobrevida del grupo 2 es
mucho mas cercana a la del grupo 3 que a la del
grupo 1. Al comparar estadisticamente por
LogRank, la curva del grupo 2 con la del grupo 1
(p=0,578) (Figura2), yla curvadel grupo 2 conla del
grupo 3 (p=0.988) (Figura 3), ninguna de las
comparaciones resulta estadisticamente
significativaconrespectoalaotra.

>>> CONCLUSION

La deteccidn de blastos de LLA en LCR es
realizada, en muchos centros, por la visualizacién
bajo microscopia dptica: Citologia convencional o
cytos- pin. Sin embargo, su baja sensibilidad genera
reduccidn de la tasa de deteccidn de infiltracion en
SNC, fundamental al diagndstico. En los dltimos
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afos, una cantidad creciente de estudios han
demostrado las ventajas de la CMF por sobre el
cytospin en el diagndstico de compromiso de SNC
enmultiples enfermedades hematoldgicas.

El diagndstico de compromiso de SNC en
LLA resulta facil de interpretar en aquellos
pacientes que presentan ambos métodos
positivos. Sin embargo, el estatus SNC (+)
detectado uUnicamente por CMF continda siendo
controversial. En este estudio categorizamos a 25
pacientes adolescentes, adultos jovenes y adultos
mayores con LLA en tres grupos segun los
resultados de CMF y CC: CC-/CMF-, CC-/CMF+,
CC+/CMF+, respectivamente. Los pacientes que
formaron parte de los grupos 2 y 3 fueron
interpretados como SNC +y, por lo tanto, tratados
asi. Recibieron mayor cantidad de PL con TIT
durante la induccion, y al negativizar el LCR
continuaron recibiendo profilaxis durante las fases
subsiguientes del tratamiento. Este estudio
demostrd la elevada sensibilidad que presenta la
CMF por sobre el cytospin, pero es importante
destacar que, a pasar de su elevada sensibilidad, la
CMF adn no se encuentra estandarizada como
método y el umbral de positividad es, hasta el
momento, arbitraria.

Los pacientes incluidos en este estudio
presenta- ron caracteristicas similares a las
publicadas en la literatura. El 76% presento
inmunofenotipo B (la totalidad de células
precursoras), y el restante de inmunofenotipo T,
mayoritariamente subtipo cortical. El 40% de los
pacientes fueron interpretados como SNC (+)
segun los resultados de CMF, pero si consideramos
alos pacientes como SNC(+) segun el resultado del
cytospin, este porcentaje es 15%, similar a los
porcentajes mundialmente publicados.

A diferencia de la estadistica mundial, el
rango etario de presentacién mas frecuente de



nuestros pacientes se encontrd en el grupo de los
AYA. Ademads, ninguno de nuestros pacientes BCR-
ABL+presentd compromiso de SNC. De los
factores de riesgo conocidos asociados a SNC, en
nuestro estudio ratificamos que el inmunofenotipo
T fue un factor de riesgo estadisticamente
significativo, no asi la hiperleucocitosis ni Ia
presencia de BCR-ABL 1. No contamos en nuestra
muestra con pacientes con inmunofenotipo B
maduro.

En un analisis comparativo de caracteris-
ticas clinicas entre pacientes de los tres grupos
podemos observar que el valor elevado de LDH fue
estadisticamente significativo a favor del grupo 2
con respecto a los pacientes del grupo 1. No hubo
ninguna caracteristica estadisticamente
significativa entre pacientes del grupo 2y 3 (fueron
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intratecal y sistémica, resulta l6gica. En nuestro
estudio, todos los pacientes que presentaron
positividad para uno de los dos métodos fueron
tratados con esa perspectiva. Podemos, entonces,
arribar ala conclusién de que sinuestros pacientes
pertenecientes al grupo 2 (CMF +/cytospin-) no
hubieran recibido terapéutica dirigida al SNC,
entonces presentarian SG iguales o incluso mas
cortas que la de los pacientes del grupo 3. Y, por
otro lado, el hecho de que los pacientes de los
grupos 2 y 3 hayan presentado SG cercanas,
confirma que es menester la instauraciéon de
nuevas terapéuticas que, en base a los
descubrimientos mas recientes de la fisiopatologia
de LLA en SNC, logren erradicar la enfermedad y
disminuir las tasas de recaidas.

Por ultimo, este trabajo pretende también
confirmar la necesidad de contar con las
herramientas diagnosticas accesibles en tiempo y
forma en todos los centros de atencién de estos
pacientes.
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Ciudad Autdnoma de Buenos Aires
Tel. (54 11) 5235-3970
ventas@onyva.com.ar
www.onyva.com.ar

> > > Siemens Healthineers

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

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

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

> > > Analisys Software de Gestion
para Laboratorios Bioquimicos
Tel: 3854333222

www.analisys.com.ar
contacto@analisys.com.ar
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El 28 de noviembre se celebra 100 anos de

Nuestra Profesion!

En el ano 1919, el Dr. Juan Antonio Sdnchez,
oresentd ¢l 3 de noviembre de ese afo su
oroyecto de Plan de Estudios para la creacion
de la carrera de Doctorado en Bioguimica y
Farmacia. El 28 de noviembre de 1919 se
aprueba y nace la Profesion de Bioguimico.




>>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

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.

Birologia

B.G Analizadores S.A

Bromatologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
B.G Analizadores S.A
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.

Roche Diagnostics Argentina
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

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Genética

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

Tecnolab s.a.

Gas en sangre y electrolitos
B.G Analizadores S.A
Hematologia

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.

Gematec S.R.L.

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

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.
Histocompatibilidad

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

B.G Analizadores 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

Roche Diagnostics Argentina
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.I.C.
Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Toxicologia y Forense

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

Virologia

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

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

ONYVA SRL

Roche Diagnostics Argentina
Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

> >> Equipamiento e Insumos
para Laboratorios

Acreditacién de Laboratorios
Biodiagnostico S.A.
Agitadores

BIOARS S.A.

ETC Internacional S.A.
Instrumental Bioquimico S.A.
Aparatos de Medicién
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Laboratorios Bacon

Roche Diagnostics Argentina
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.

B.G Analizadores S.A

JS Medicina Electrdnica SRL
Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina
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

ECLIA

Roche Diagnostics Argentina
Espectrofotometros

BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Gases en sangre y electrolitos
AADEE S.A.

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
B.G Analizadores S.A
Gematec S.R.L.

JS Medicina Electrdnica SRL
Montebio S.R.L.

Roche Diagnostics Argentina
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 1SO 15.189)
MANLAB

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

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

Meganalizar

Laboratorio receptor de derivaciones
en Biologia Molecular

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina



(acreditado bajo Norma ISO 15.189)

MANLAB S
(Acreditado en Biologia Molecular en

Fundacién Bioquimica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

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

Laboratorio receptor de derivaciones
en Inmunologia

MANLAB
Meganalizar

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

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

Laboratorio receptor de derivaciones
en Histocompatibilidad e
Inmunogenética

MANLAB )
(Laboratorio habilitado segtin

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

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

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

Laboratorio receptor de derivaciones

en Medicina Gendmica

MANLAB o

&Acredljcado en Biologia Molecular en
undacién Bioquimica Argentina)

Stamboulian Laboratorio
(Laboratorio acreditado bajo la norma

IRAM-NM-ISO 15189:2010 y el estdndar
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.
B.G Analizadores S.A

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

Tecnolab s.a.

Genodmica - Microarrays
Biocientifica S.A.

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

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Reactivos

AADEE S.A.

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

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

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

Roche Diagnostics Argentina
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.

Roche Diagnostics Argentina
Test Rapidos

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

Biodiagnostico S.A.

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

Siemens Healtcare



ICHAU PAPEL!

Revista Bioandlisis se suma al cuidado del medio ambiente.

S€ parte de nuestra huella ecoldgica,

disfrutd la Revista desde cualquier plataforma digital.
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PROCESAMIENTO EN NUESTRO LABORATORIO

@ MEDICINA DE PRECISION

1.680

LABORATORIOS SOCIOS COMPLEMENTARIOS

24hs

CENTRO DE PROCESAMIENTO

ESPECIALIZADAS

@@ 19 AREAS

@ DIAGNOSTICO
// INMUNOGENETICO E HISTOCOMPATIBILIDAD
LABORATORIO HABILITADO POR INCUCAI

ASESORAMIENTO

CALL CENTER

25 RECORRIDAS
e DIARIAS

ISO 9001:2015
ETAPA PREANALITICA / ANALITICA
POSTANALITICA

13.248.000
TEST ANUALES
}:“‘ goglE(N)ng DIARIOS

1.700

PRESTACIONES DISPONIBLES

PROFESIONALES

R ALTAMENTE CAPACITADOS Y ESPECIALIZADOS

SEGUIMIENTO EN
~—— TIEMPO REAL

EL ESTADO DE SUS
MUESTRAS EN CADA ETAPA

4g¥ SQNVENIOS
INTERNACIONALES
MAYO CLINIC, BAYLOR, MYRIAD, CENTOGENE,
FOUNDATION MEDICINE, SISTEMAS
GENOMICOS, SOPHIA GENETICS

Informes: (54 11) 6842 1200 | derivaciones@manlab.com.ar | www.manlab.com.ar | /LaboratorioMANLAB

~——=. TECNOLOGIA DE PUNTA

| NI || ATELLICA / ALINITY / COBAS 801 / COBAS 6800

COBAS 4800 / MISEQ / SECUENCIADOR
ABI3500 / VICTOR 2D / LUMINEX

MANLAB®

Diagnéstico Bioquimico y Genémico



