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Editorial

La bioquimica es un drea muy dinamica que avanza a la par de los nuevos descubrimientos en la biomedicina, la biologia celulary

molecular. En esta nueva edicion encontraran articulos que resaltan la importancia de estos campos necesarios para el avance de la bioquimica

como son: laimportancia de los microRNAs como potenciales biomarcadores prondstico y diagnostico en el cancer de cuello uterino, una revision

donde describen las caracteristicas microbioldgicas, la patogenia y las manifestaciones clinicas mds importantes que produce k. kingae en la edad

pediatrica, la expresion de citoqueratinas en el cdncer de mamay la division en subtipos tumorales por inmunohistoquimica, la heterogeneidad de

los fenotipos inflamatorios de los pacientes con EPOC y la importancia del recuento celular diferencial en esputo, la comparacion de dos técnicas

por inmunoensayos automatizados por quimioluminiscencia para la cuantificacion de la 25(OH) vitamina D y la utilidad de la reaccion en cadena de

la polimerasa parala detecciéon de Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp.y Trichomonas vaginalis en muestras genitales de mujeres.

Esperamos en esta nueva edicion remitirles informacion que los ayude al buen desempefio de nuestra profesion.
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MicroRNAs asociados al Cancer de Cuello Uterino
y sus lesiones precursoras: Una revision
sistematica

El cancer de cuello uterino (CCU) es uno de los
mds comunes en paises de Centro y Sur América,
Africa Oriental y el Sudeste Asiatico, y lo relacionan
con factores socioculturales, el acceso a servicios
de salud, programas de prevencion, control y
esquemas de deteccidon temprana deficientes. Los
miRNAs tienen especial interés en oncologia por
su papel en el control de la expresion de genes
reguladores del ciclo celular, alteracion génicay su
implicacion en diferentes tipos de cancer, tales
como el CCU...

Revista Bioanalisis es propiedad de Lamy Daniela y Bordin Elda S.H.

Kingella kingae: Un importante patégeno en los
primeros 3 afios de vida

Los nifios son vulnerables a una serie de infecciones
a las que los adultos tienen mayor resistencia y las
etiologias y manifestaciones de las infecciones en los
pacientes pediatricos son diferentes y mas graves
que las observadas en los adultos. Kingella Kingae es
un claro ejemplo de ello ya que rara vez causa
infecciones en personas mayores de 36 meses de
edad. A continuacion el Servicio de Bacteriologia del
Instituto Argentino de Diagndstico y Tratamiento de
la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina y el
Area de Diagnostico Gendmico y Bioquimico de
Laboratorio MANLAB...

Expresion de citoqueratinas en el cancer de mama
y subtipos tumorales por inmunohistoquimica

El cdncer de mama es la neoplasia maligna mas
frecuente en las mujeres en todo el mundo. De
acuerdo a estadisticas internacionales, anualmente
se registran mas de 1 millén de casos nuevosy la
mitad de los mismos fallece por su causa. En el
siguiente trabajo caracterizan el cancer de mama en
subtipos moleculares mediante la expresion
inmunohistoquimica de las Ck5/6, Ck7, Ck8 y Ck18
asociados a los clasicos marcadores determinados y
analizan la evolucion clinica de los distintos
subtipos.
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Heterogeneidad en los fenotipos inflamatorios
de los pacientes con EPOC: rol del recuento
celular diferencial en esputo

El tabaquismo es la principal causa de la EPOC,
sin embargo, factores como la edad de
diagndstico, la historia previa de asma,

exacerbaciones, predisposicion genética y otros

influirian en el desarrollo de la enfermedad.

Esto estaria relacionado con los fenotipos de
pacientes con EPOC, los cuales tendrian

diferentes respuestas a los corticoides

inhalados. Pensando en la hipétesis de que la
presencia de eosindfilos en esputo podria
constituir una estrategia para diferenciar

fenotipos de pacientes con EPOC...

Comparacion entre dos inmunoensayos
automatizados por quimioluminiscencia para
la cuantificacion de 25(OH) vitamina D

La vitamina D es una vitamina liposoluble
implicada en el metabolismo fosfocélcico cuyo
papel es fundamental en la formacién y
mineralizacion dsea. Actualmente, se han
demostrado ademds sus acciones
inmunomoduladoras, antiproliferativas y
estimuladoras de la diferenciacion celular que
la relacionan con importantes patologias como
enfermedades cardiovasculares, diabetes y
cancer. La cuantificacion de 25(OH) vitamina D
total en sangre es el marcador mas preciso del
estado de la vitamina D en un individuo...

Utilidad de la reaccion de polimerasa en
cadena convencional para la deteccion de
Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp. y

Trichomonas vaginalis en muestras genitales
de mujeres en consulta ambulatoria

Trichomonas vaginalis, Mycoplasma hominis y
Ureaplasma spp. son los microorganismos
responsables de las infecciones de transmision
sexual (ITS), de patologias genito-urinarias en
mujeres. Los métodos de amplificacion de
4cidos nucleicos han demostrado numerosas
ventajas para el diagndstico microbioldgico,
pero no han sido ampliamente estudiados para
la deteccidn de estos microorganismos. En el
siguiente articulo implementan...
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MicroRNAs asociados al Cancer de Cuello Uterino
y sus lesiones precursoras: Una revision sistematica
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El cancer de cuello uterino (CCU)
es uno de los mas comunes en paises de
Centro y Sur América, Africa Oriental y el
Sudeste Asiatico, y lo relacionan con factores
socioculturales, el acceso a servicios de
salud, programas de prevencion, control y
esquemas de deteccidon temprana
deficientes. Los miRNAs tienen especial
interés en oncologia por su papel en el
control de la expresion de genes reguladores
del ciclo celular, alteracion génica y su
implicacion en diferentes tipos de cancer,
tales como el CCU. En la revisidon que les
acercamos a continuacién destacan la
importancia de miRNAs como potenciales
biomarcadores prondstico y diagndstico.
Encontrardn una actualizacion sobre
miRNAs asociados al CCU y sus lesiones
precursoras, ademas generan un recurso de
recopilacion y consulta valioso para orientar
futuras investigaciones de medicina
molecular en este campo.
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Resumen

Introduccion: Los miRNAs tienen
especial interés en oncologia por su papel en
el control de la expresion de genes
reguladores del ciclo celular, alteracién
génicaysuimplicacién en diferentestipos de
cancer, tales como el cancer de cuello
uterino (CCU). Materiales y métodos: Se
realizé una busqueda sistematica de
literatura cientifica, en bases de datos,
donde establecieran asociacién de miRNAs
con CCU. Se analizd la localizacion gendmica
y cromosomica de miRNAs, la clasificacion
funcional, grupos de miRNAs al que
perteneceny suimplicacién en la progresién
de este céncer. Resultados: Se incluyeron
139 articulos cientificos sobre miRNAs
relacionados al CCU. Se identificé un total de
272 miRNAs, de los cuales 252 miRNAs con
expresion diferencial en tejidos con CCU: 97
sobre-expresados, 88 infra-expresados y 67
miRNAs con perfiles de expresién variable.
La mayoria de miRNAs asociados al CCU se
encontraron en los cromosomas 1, 14, 19y
X, asi como en regiones intrdnicas e
intergénicas. Se identificaron miRNAs en
procesos asociados al control del ciclo
celular. Conclusion: Con esta revisién se
destaca la importancia de miRNAs como
potenciales biomarcadores prondstico y
diagndstico, se brinda una actualizacién
sobre miRNAs asociados al CCU vy sus
lesiones precursoras y se genera un recurso
de recopilacion y consulta valioso para
orientar futuras investigaciones de medicina
molecular en este campo. Se recomiendan
mas estudios experimentales para
esclarecer los mecanismos de los miRNAs en
desarrollodel CCU.

Palabras clave: Cancer de cuello uterino;
microRNAs; biomarcadores; diagndstico;
biologia molecular. (Fuente: DeCS, Bireme).
Introduccién

El CCU es un grave problema de
salud publica a nivel mundial y constituye
una de las neoplasias malignas mas
frecuentes en la poblacion femenina (1,2).
Datos recientes muestran a este cancer
como uno de los mds comunes en paises de
Centro y Sur América, Africa Oriental y el
Sudeste Asiatico (3,4), y lo relacionan con
factores socioculturales, el acceso a servicios
de salud, programas de prevencion, controly
esquemas de deteccidén temprana deficien-
tes. Estudios clinicos, epidemioldgicos vy
moleculares asocian la infeccién de los Virus
del Papiloma Humano de alto riesgo
oncogénico (VPH-AR) con el desarrollo de
este cancer (5-8). Los tipos de VPH-AR mas
prevalentes en el mundo son 16, 18, 31, 33,
35, 45,52y 58, tales hallazgos han permitido
formular recomendaciones para el disefio y
uso de nuevas vacunas contra este virus.

La introduccidn de nuevas vacunas
profilacticas contra VPH (9), las nuevas
técnicas moleculares para la deteccion de
este virus y la utilizacién en tamizaje de
rutina de la prueba de Papanicolaou (10) han
reducido notablemente la incidencia del
CCU. A pesar de estos avances cientificos y
los esfuerzos por controlar su aparicion,
cada afio miles de mujeres padecen y
mueren a causa de esta neoplasia, forzando
a reflexionar sobre la manera como se
implementan los programas de control y se
utilizan los esquemas de seguimiento para
combatir esta enfermedad.

Nuevos enfoques de investigacion



buscan comprender los complejos
mecanismos de alteracion en cancer a nivel
molecular, creando la posibilidad de
elaborar novedosas herramientas de
caracterizaciony desarrollar terapias génicas
dirigidas (11) apoyando cada vez mas el
desarrollo de la medicina molecular
personalizada. En este sentido, los
microRNAs (miRNAs) pueden servir como
potenciales blancos de prondstico y
diagnéstico de cualquier enfermedad, y
poco a poco constituyen una de las areas
mas novedosas y crecientes de investigacion
en laciencia médica moderna.

Los miRNAs son un grupo de
pequefios RNAs (19 a 25 nucledtidos de
longitud), no codificantes, conservados
evolutivamente, que participan en la
regulacién génica post-transcripcional
(12.13). Por tal razén, los miRNAs intervie-
nen en procesos celulares importantes,
como diferenciacion celular, proliferacién
celular, apoptosis y el desarrollo del cancer™.
Alrededor del 50% de los miRNAs se
localizan en regiones asociadas con cancer,

como sitios fragiles y en regiones de
amplificacién o perdida de heterocigosidad
(15). La importancia de los miRNAs en la
oncogénesis obedece principalmente a su
localizaciony a las alteraciones en los niveles
de expresion de estos RNAs (14,16,17)

La comparacion de perfiles de
expresion de miRNAs entre tejidos sanos y
tejidos con cancer, ha permitido establecer
una asociacion entre la expresion aberrante
de miRNAsy el desarrollo del cancer (18-20).
Se ha reportado alteracion de los perfiles de
expresion de miRNAs en diferentes tipos de
cancer tales como el de mama, cervical, de
colon, pulmén, ovario y préstata (21-23).
Ademas, existen evidencias sobre el papel
que tiene estos miRNAs en las etapas
iniciales, de progresion y desarrollo del
cancer, lo que ha motivado estudiar el papel
biolégico de los miRNAs en el CCU, y sus
lesiones precursoras conocidas como
neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC)
(24).

En la presente investigacion se
recopilé informacidn cientifica publicada
entre 2007 y 2015; con el objetivo de revisar
aspectos celulares y moleculares de los
miRNAs asociados al CCU. Se proporciona
informacidn sobre localizaciéon cromosémica
y gendmica, expresién diferencial y
desregulacion de miRNAs evidenciando el
potencial papel de los miRNAs como
biomarcadores y su potencial uso como
herramienta diagnostica y pronostica en
CCuU.

Materiales y métodos

La presente revisidn sistémica de
literatura cientifica analiza miRNAs
asociados al CCU y sus lesiones precursoras.
La busqueda de literatura se efectud en las
siguientes bases de datos: PubMed
(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), PubMed
Central (PMC) (www.ncbi.nlm.nih.gov/-
pmc), Springer Link (http://link.springer.-
com/) y Science Direct (http://www.science-
direct.com/), empleando los siguientes
términos de busqueda: “microRNAs and
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Cervical Cancer”, “miRNAs and Cervical Can-cer”, “microRNAs and
Cervical Carcinoma”y “miRNAs and Cervical Carcinoma”.

Se seleccionaron y analizaron articulos cientificos publicados
eninglésen el periodo comprendido entre los afios 2007 y 2015. Como
parametros de calidad de cada publicacion se tuvo en cuenta el factor
de impacto de la revista, ademas de que cumplieran con alguna de las
siguientes caracteristicas: (1) perfiles de expresién de miRNAs en
pacientes con CCU; (2) comparacion entre especimenes con CCU, ya
sea con el tejido normal adyacente cervical o tejidos cervicales
normales de sujetos sanos; (3) miRNAs expresados diferencialmente
entre estados cancerosos y normales; y (4) método para la validacion
de los resultados descriptivos. Se excluyeron los estudios de perfiles a
partir de sueros de pacientes con CCU (dado que el objetivo fue
analizar la progresion en CCU) y los articulos de revision.

De cada estudio, se registro la siguiente informacion: autor, afio
de publicacion, tipo y niumero de muestras, técnicas moleculares
utilizadas, miRNAs presentes, localizacién cromosdmica y gendmica,
clasificacion funcional, expresion diferencial y desregulacion de los
miRNAs.

Resultados y Discusion

El proceso de seleccién de las publicaciones sobre la
asociacién de miRNAs con el desarrollo de CCU se resume en la figura
1; en la busqueda sistémica de articulos, inicialmente se identificaron
166 publicaciones, sin embargo, 27 estudios fueron excluidos por
tratarse de investiga-ciones sobre miRNAs circulantes, es decir,
miRNAs que estan presentes en diversos fluidos corporales como la
sangre, y revisiones de tema.

S

Figura 1. Diagrama de flujo para el proceso de seleccion de
articulos sobre los miRNAs implicados en el desarrollo del CCU
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Los miRNAs asociados al CCU analizados en la presente
investigacién se obtuvieron de 139 publicaciones seleccionadas por
cumplir con los requisitos de analisis, de las cuales el 21.59% de los
articulos se obtuvieron de la Base de datos PubMed, seguido por
Science Direct (10.79%), PubMed Central (6.47%) y Springer link
(5.03%). En la figura 2 se indica la asociacidon entre el numero de

publicaciones y las bases de datos, asi como también el nimero de
divulgaciones cientificas compartidas entre dos bases de datos:
PubMed y PubMed Central compartieron el 40.28% de las
publicaciones, PubMed y Science Direct el 10.79%, y finalmente,
PubMedy Springer link comparten el 5.03%.

S

Figura 2. Diagrama de asociacion entre revistas y el niimero de
publicaciones sobre la relacion entre los miRNAs y el CCU: PubMed,
Science Direct, PubMed Central y Springer link
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Grafico 1. Numero de publicaciones sobre miRNAs asociados al
CCU por pais
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Para identificar miRNAs y determinar los perfiles de
expresion de miRNAs entre tejidos con céncer y tejidos normales del
cuello uterino, los estudios analizados utilizaron una gran variedad de
técnicas moleculares, tales como microarreglos, ensayo luciferasa,
secuenciacién, clonacién y RT-qPCR (PCR cuantitativa con
transcripcioninversa).

La literatura analizada ha sido publicada en diversas partes del
mundo. En el grafico 1, se muestra un 71.94% de los estudios
provenientes de China, seguido de 6.47% en Estados Unidos y el 3.59%
en India. Mientras tanto, hay 32 publicaciones de Canada, Dinamarcay
Japdn. Paises como Brasil, Finlandia, Hungria, Malasia, México, Reino
Unido, Romania, Suecia, Tailandia y Taiwan aportaron cada uno, una
investigacion sobre la asociacién entre miRNAs y el desarrollo del
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CCU. En Latinoamérica son muy escasos los
estudios sobre la implicaciéon de los miRNAs
coneldesarrollodel CCU.

Los 139 articulos de investigacion
que cumplieron con los criterios de analisis
describen 272 miRNAs implicados en el
CCU, de los cuales, 134 miRNAs son
reportados en un estudio cada uno, 49
miRNAs son reportados en dos estudios y 30
miRNAs son reportados en tres publi-
caciones.

Se encontré un miRNA (miR-21)
como uno de los mds frecuentes, reportado
en 18 investigaciones diferentes, uno de los
mas importantes reportados en la literatura
cientifica mundial por su relacién con la
aparicion varios tipos de cancer, entre ellos,
cancer de mama, colon y cuello uterino (25-
32)(Grafico 2).

A continuacién, se analizan ciertas
caracteristicas de los miRNAs asociados al
CCU, entre ellas, localizacion gendmica y
cromosomica, grupos de miRNAs asociados
al CCU vy los perfiles de expresion en los
tejidos cancerosos de cuello uterino.

.

Grafico 2. Numero de miRNAs asociados al
CCU, reportados en 139 publicaciones
2007-2015

Nimera de miRNAS

Existen evidencias que establecen una
relacion entre la posicion gendmica de
miRNAs y las regiones del genoma, cuya
alteracion o mutacién se ha asociado con
cancer (15). Reshmi et al. identificaron
miRNAs en sitios fragiles del genoma
relacionados con CCU, proporcionando un

informado la asociacién del cromosoma 1
con la transformacion maligna en CCU vy
otros tipos de cancer como de mama, colone
higado (51-53).

Grupos de miRNAs: Los miRNAs
se distribuyen en los cromosomas,

marco regulador sobre los miRNAs que

.

individualmente, o en grupos. Cuando se

Tabla 1S. Localizacion genémica de los miRNAs asociados al CCU

Region
Genomica*

miRNAs**

Total
miRNAs

E

miR-194-2% miR-920, miR-622, miR-630%, let-7b, miR-424

6

E-lg.

miR-21, miR-155

2

E-L

miR-204, miR-196b, miR-7-1, miR-15a, miR-20a, miR-18a, miR-224*

7

miR-181a-1, miR-29b-2, miR-137*, miR-101-1, miR-34a, miR-200a, miR-429*, miR-200b, miR-
92b, miR-557, miR-181b-1, miR-29c, miR-375, miR-26b, miR-149, mir-135a-1, miR-138-1, miR-
572, miR-576, miR-581, miR-9-2*, miR-145, miR-143, miR-584, miR-146a, miR-133b, miR-588,
miR-148a, miR-129-1, miR-182, miR-183, miR-29a, miR-29b-1, miR-320a, miR-124-1, miR-124-
2, miR-30b, miR-30d, miR-31, miR-146b, miR-210, miR-129-2, miR-610, miR-130a, miR-192,
miR-34b, miR-100, miR-125b-1, miR-141, miR-200c, mir-135a-2, miR-337, miR-127, miR-136,
miR-345, miR-432, miR-433, miR-134, miR-299, miR-323, miR-376a, miR-376c, miR-379, miR-
411, miR-485, miR-487a, miR-494, miR-495, miR-654, miR-329-1, miR-203, miR-422a, miR-7-2,
miR-365, miR-193b, miR-138-2, miR-196a, miR-132, miR-212, miR-451, miR-10a, miR-142, miR-
187, miR-122, miR-525, miR-23a* miR-27a, miR-181c, miR-769, miR-150, miR-99b, miR-125a,
miR-371a, miR-372, miR-373, miR-512-1, miR-512-2, miR-18b, miR-518a-2, miR-518b, miR-
518f, miR-522, miR-523, hsa-miR-517a, miR-517¢, miR-518a-1, miR-124-3, miR-130b, miR-221,
hsa-miR-223, miR-19b-2, miR-106a, miR-363, miR-20b, miR-92a-2, miR-450, miR-507, miR-513,
miR-513c, miR-542, let-7e, let-7i.

122

miR-186, miR-1262, miR-1273g, miR-1273f, miR-5095, miR-30e, miR-1290, miR-765, miR-214,
miR-135b, miR-205, miR-194-1, miR-215, miR-558, miR-10b, miR-1246% miR-1244, miR-191,
miR-425, miR-26a-1, miR-15b, miR-16-2, miR-28, miR-922, miR-218* miR-95, miR-3138, miR-
5096, miR-575, miR-302a, miR-302b, miR-302¢, miR-302d, miR-367, miR-103a-1, miR-449a,
miR-449b, miR-582, miR-378, miR-1271, miR-30a, miR-548b, miR-3144, miR-339, miR-590%,
miR-25, miR-93, miR-106b, miR-335, miR-486, miR-548d, miR-661, miR-151, miR-491, miR-101-
2,miR-23b, miR-27b, miR-455, miR-181a-2, miR-181b-2, miR-199b, miR-126, miR-603, miR-606,
miR-346, miR-107, miR-609, miR-483, miR-139, miR-34c, miR-548c, miR-148b, miR-26a-2, miR-
617, miR-619, miR-16-1, miR-17, miR-19b-1, miR-19a, miR-92a-1, miR-625, miR-487b, miR-539,
miR-211, miR-629, miR-940, miR-140, miR-328% miR-195, miR-324, miR-497, miR-152, miR-
301a, miR-338, miR-1-2, miR-133a-1, miR-199a, miR-638, miR-641, miR-330, miR-642, miR-663,
miR-103a-2, miR-1-1, miR-94, miR-125b-2, miR-99a, miR-802, miR-185, miR-301b, miR-1286,
miR-361, miR-98, miR-500, miR-501, miR-374, miR-545, miR-9-1, miR-574, miR-342, let-7c, let-

124

7 N
Niimero de articulos (Diferentes)

Localizacion gendémica: Los
miRNAs pueden posicionarse en diversos
lugares del genoma, incluyendo regiones
intronicas, exonicas e intergénicas (33). La
mayoria de miRNAs asociados al CCU se
localizan en regiones intronicas e intergé-
nica: el 45.59% de estos miRNAs se
encuentran en laregionintrénicay el 44.85%
en regiones intergénica, mientras tanto,
5.51% se localizan en exones (Tabla 1S); lo
cual confirma lo reportado por Rodriguez et
al. (2004), quienes encontraron que
aproximadamente 40% de los miRNAs se
encuentran dentro de intrones de genes
codificantes de proteinas y menos del 10%
enregionesde transcripcion larga de ARN no
codificante.

Localizacion cromosdmica:

7g let-7a, let-7d

I-lg. miR-133a-2

— 4327, miR-888

miR-4271, miR-944* miR-1255a, miR-3926, miR-875* miR-1287* miR-3663, miR-744, miR- 10

* E.=Exdn, E.-Ig=Ex6n-Intergénico, E.-l.=Exén-Intrén, Ig.=Intergénico, L.=Intrén, I.-Ig.=Intrén-Intergénico, Ind.=Indeterminado.
** Los miRNAs marcados con * fueron obtenidos de las siguientes publicaciones: 3448,

puede tener un papel importante en el
desarrollo de la oncogénesis de cuello
uterino (49), lo anterior permitié identificar
la distribucién de miRNAs sobre la base de la
localizaciéon cromosémica en el CCU; los
cromosomas 1, 14, 19 y X contienen mas
miRNAs que otros, en tanto, el cromosoma
18 contiene menos miRNAs lo cual obedece
a su menor longitud (Tabla 1). Se identifico
un gran numero de miRNAs en el
cromosoma 19, especificamente en las
regiones 19p13 y 19q13.4. La regidn
cromosdmica 19q13.4 contiene el mayor
grupo de miRNAs (conocida como el grupo
de miRNAs en el cromosoma 19 “C19MC”).
La regidén cromosdmica 19q13 ha sido
amplificada en varios tipos de cancer,
incluyendo el CCU (50). Estudios previos han

distribuyen en grupos, los miRNAs se
localizan a corta distancia en el mismo
cromosoma. Segun la base de datos
miRBase (54,55), aproximadamente el 40%
de los miRNAs se organizan en grupos. Los
miembros de un grupo de miRNAs tienden a
co-expresarse participando conjuntamente
en diversos procesos fisioldgicos y pato-
|6gicos como el cancer (56).

Un caso tipico, es el grupo miR-17-
92, el cual ha sido reportado en varios tipos
de neoplasias, como céncer de colon, mama,
pulmén, prostata, pancreas, tiroides, tracto
gastrointestinal, leucemia, mieloma
multipley linfomas de células B (57-64)

Los miRNAs presentes en este



grupo(miR-17, miR-18a, miR-19a/b, miR-20a, migracion e invasion de las células cancerosas infra-expresado en lineas celulares y tejidos
miR-92) se localizan en el cromosoma 13 y (51,65,67,68,71,72). No obstante, el cancerosos respecto a tejido normal y miR-21
estdn sobre-expresados en el CCU, mostrando mecanismo biolégico de los grupos de se encontré sobre-expresado (73). En otro
que el grupo miR-17-92 actia como oncogén miRNAs en el desarrollo y progresién del CCU estudio se analizaron 157 miRNAs obtenidos

enestetipodecancer (65-68). es un campo de investigacion emergente que por RT-PCR e identificaron 68 miRNAs sobre-
requiere mayor estudio. expresados y dos infra-expresados en células
Hay pocos estudios que muestran el cancerosas, destacandose miR-9, miR-127,

papel de los grupos de miRNAs en CCU. En Perfiles de expresion de miRNAs: En esta miR-133a, miR-133b, miR-145, miR-199a,
2013, Cai et al. identificaron el papel del grupo revision se identificaron 252 miRNAs expresados miR-199b, miR-199s y miR-214 con un mayor
miR-302/367 en el bloqueo del crecimiento de diferencialmente en cualquier etapa del tejido incremento en sus perfiles de expresion,
las células cancerosasy laformacion deltumor  cervical normal y progresion a cancer. De este mientras miR-149 y miR-203 mostraron

por lainfra-regulacién de las proteinas Ciclina-  total, 97 miRNAs estan sobre-expresados y 88 perfiles de expresion mas bajos (74).
D1 y AKT1 y la sobre-regulaciéon de las miRNAs infra-expresados; 67 miRNAs
proteinas celulares inhibidoras p27 y p21 (69). mostraron perfiles de expresion variables Analisis de microarreglos, mostra-

En la tabla 2, se muestran 20 grupos de probablemente en razén de las notorias ron que miR-182, miR-183 y miR-210 sobre-
miRNAs implicados en el CCU e involucrados diferencias en las muestras de la poblacién expresados y miR-128, miR-143, miR-145 y
en varias vias de sefializacion celular, analizada, condiciones y etapas del CCU miR-195 infra-expresados en el CCU, respecto

regulacion de carcinogénesis, y que podrian  seleccionados para cada estudio. (Figura 3) atejido normal®”. Varios miRNAs se clonaron
ser Utiles como blancos de diagndstico, a partir de tejido normal, lineas celulares,
prondstico o tratamiento de este tipo de Uno de los primeros estudios tejidos infectados con VPH y tejidos con
cancer(70). realizados sobre la implicacion de miRNAs en cancer de los cuales, miR-15b, miR-16, miR-

CCU, se publicé en 2007, donde secuenciaron 146a y miR-155 se encontraron sobre-
Hay evidencias sobre la asociacién 166 miRNAs en tejido normal y tejido expresados y miR-143, miR-145 y miR-128

entre grupos de miRNAs y sus blancos de canceroso, encontraron seis miRNAs con infra-expresados (22,76,77). Otro estudio
alteracion, los cuales generalmente son genes perfiles de expresion diferencial; let-7b, let- mostré que miR-886-5p se sobreexpresa en
que participan en funciones de crecimiento,  7c, miR-23b, miR-143 y miR-196b con perfil los carcinomas de célulasescamosas de cue-
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Tabla 1. Localizacién cromosdmica de los miRNAs asociados al CCU

Figura 3. Nimero de miRNAs expresados diferencialmente en el
desarrollo del CCU.

Expresion Variable

97 88
miRNAs miRNAs

Sobre- Infra-

expresados expresados

Total
Chr. miRNAs miRNAs

miR-181a-1, miR-29b-2, miR-137, miR-101-1, miR-34a, miR-200a, miR-429, miR-200b, miR-92b, miR-

1 557, miR-181b-1, miR-29¢, miR-186, miR-1262, miR-1273g, miR-1273f, miR-5095, miR-30e, miR-1290, 26
miR-765, miR-214, miR-135b, miR-205, miR-194-1, miR-215, miR-9-1.

2 miR-375, miR-26b, miR-149, miR-558, miR-10b, miR-1246, miR-1244 7

3 mir-135a-1, miR-138-1, miR-191, miR-425, miR-26a-1, miR-15b, miR-16-2, miR-28, miR-922, miR-4271, 12
miR-944, let-7g.

4 miR-572, miR-576, miR-218, miR-95, miR-3138, miR-5096, miR-575, miR-302a, miR-302b, miR-302c, 14
miR-302d, miR-367, miR-574, miR-1255a.

5 miR-581, miR-9-2, miR-145, miR-143, miR-584, miR-146a, miR-103a-1, miR-449a, miR-449b, miR-582, 12
miR-378, miR-1271

6 miR-133b, miR-588, miR-30a, miR-548b, miR-3144 5

7 miR-148a, miR-129-1, miR-182, miR-183, miR-29a, miR-29b-1, miR-339, miR-590, miR-25, miR-93, miR- 13
106b, miR-335, miR-196b

8 miR-320a, miR-124-1, miR-124-2, miR-30b, miR-30d, miR-486, miR-548d, miR-661, miR-151, miR-3926, 1
miR-875

9 miR-204, miR-31, miR-491, miR-101-2, miR-23b, miR-27b, miR-455, miR-181a-2, miR-181b-2, miR- 14
199b, miR-126, miR-7-1, let-7a, let-7d

10 miR-146b, miR-603, miR-606, miR-346, miR-107, miR-609, miR-1287, miR-3663 8

1 miR-194-2, miR-210, miR-129-2, miR-610, miR-130a, miR-192, miR-34b, miR-100, miR-125b-1, miR- 12
483, miR-139, miR-34¢

12 miR-920, miR-141, miR-200c, mir-135a-2, miR-548¢c, miR-148b, miR-26a-2, miR-617, miR-619, let-7i 10

13 miR-622, miR-16-1, miR-17, miR-19b-1, miR-19a, miR-92a-1, miR-15a, miR-20a, miR-18% 9
miR-337, miR-127, miR-136, miR-345, miR-432, miR-433, miR-134, miR-299, miR-323, miR-376a, miR-

14 376¢, miR-379, miR-411, miR-485, miR-487a, miR-494, miR-495, miR-654, miR-329-1, miR-203, miR- 24
625, miR-487b, miR-539, miR-342

15 miR-630, miR-422a, miR-7-2, miR-211, miR-629 5

16 miR-365, miR-193b, miR-138-2, miR-940, miR-140, miR-328 6

17 miR-21, miR-196a, miR-132, miR-212, miR-451, miR-10a, miR-142, miR-195, miR-324, miR-497, miR- 14
152, miR-301a, miR-338, miR-744

18 miR-187, miR-122, miR-1-2, miR-133a-1 4
miR-525, miR-23a, miR-27a, miR-181c, miR-769, miR-150, miR-99b, miR-125a, miR-371a, miR-372, miR-

19 373, miR-512-1, miR-512-2, miR-518a-2, miR-518b, miR-518f, miR-522, miR-523, miR-517a, miR-517¢, 27
miR-518a-1, miR-199a, miR-638, miR-641, miR-330, miR-642, let-7e

20 miR-124-3, miR-663, miR-103a-2, miR-1-1, miR-941, miR-133a-2 6

21 miR-155, miR-125b-2, miR-99a, miR-802, miR-4327, let-7c 6

22 miR-130b, miR-185, miR-301b, miR-1286, let-7b 5
miR-424, miR-221, miR-223, miR-19b-2, miR-106a, miR-363, miR-18b, miR-20b, miR-92a-2, miR-450,

X miR-507, miR-513, miR-513c, miR-361, miR-98, miR-500, miR-501, miR-374, miR-545, miR-224, miR- 22
888, miR-542

* Chr. = Cromosoma.

miR-9-1, miR-9-2, miR-10a, miR-
15a, miR-15b, miR-16-1, miR-16-
2, miR-18b, miR-20a, miR-20b,
miR-25, miR-27b, miR-28, miR-
30a, miR-30d, miR-30e, miR-31,
miR-34¢, miR-92b, miR-93, miR-
98, miR-106a, miR-129-1, MiR-
129-2, miR-132, mir-135a-1, mir-
135a-2, miR-137, miR-138-1,
miR-138-2, miR-139, miR-140,
miR-146a, miR-146b, miR-151,
miR-155, miR-181b-1, miR-181b-
2, miR-183, miR-185, miR-186,
miR-187, miR-194-1, miR-194-2,
miR-200a, miR-200b, miR-200c,
miR-205, miR-212, miR-215, miR-
302a, miR-302b, miR-302¢c, miR-
338, miR-339, miR-345, miR-361,
miR-363, miR-367, miR-371a,
miR-373, miR-374, miR-425, miR-
429, miR-432, miR-433, miR-483,
miR-486, miR-487a, miR-500,
miR-501, miR-513¢c, miR-518a-1,
miR-5183-2, miR-523, miR-584,
miR-610, miR-629, miR-630, miR-
641, miR-663, miR-744, miR-765,
miR-922, miR-944, miR-1244,
miR-1286, miR-1287, miR-1290,
miR-3138, miR-3663, miR-3926,
miR-4271, miR-4327, let-7d, let-

miR-7-1, miR-7-2, miR-
17, miR-18a, miR-19a,
miR-19b-1, miR-19b-2,
miR-21, miR-27a, miR-
29a, miR-29b-1, miR-
29b-2, miR-30b, miR-
34a, miR-34b, miR-92a-
1, miR-92a-2, miR-95,
miR-106b, miR-124-1,
miR-124-2, miR-124-3,
miR-125a, miR-125b-1,
miR-125b-2, miR-126,
miR-127, miR-130a, miR-
130b, miR-133a-1, miR-
133a-2, miR-133b, miR-
134, miR-135b, miR-141,
miR-142, miR-145, miR-
148a, miR-150, miR-
181a-1, miR-181a-2,
miR-181c, miR-182, miR-
192, miR-196a, miR-
199a, miR-199b, miR-
203, miR-210, miR-214,
miR-218, miR-221, miR-
223, miR-224, miR-302d,
miR-342, miR-375, miR-
376a, miR-378, miR-424,
miR-449b, miR-494,
miR-512-1, miR-512-2,
miR-548b, miR-572,
miR-1246

miR-1-1, miR-1-2, miR-10b,
miR-23a, miR-23b, miR-26a-1,
miR-26a-2, miR-26b, miR-29¢,
miR-99a, miR-99b, miR-100,
miR-101-1, miR-101-2, miR-
107, miR-136, miR-143, miR-
148b, miR-149, miR-152, miR-
191, miR-193b, miR-195, miR-
196b, miR-204, miR-211, miR-
299, miR-301a, miR-301b,
miR- 320a, miR-323, miR-324,
miR-328, miR-335, miR-337,
miR-346, miR-372, miR-376¢,
miR-379, miR-411, miR-422a,
miR-449a, miR-450, miR-451,
miR-455, miR-485, miR-487b,
miR-491, miR-495, miR-497,
miR-507, miR-513, miR-517a,
miR-517¢, miR-518b, miR-
518f, miR-522, miR-525, miR-
539, miR-542, miR-545, miR-
548d, miR-558, miR-574, miR-
576, miR-582, miR-590, miR-
603, miR-606, mil 9, miR-
617, miR-622, miR-625, miR-
638, miR-654, miR-875, miR-
888, miR-920, miR-940, miR-
941, miR- 12552, miR-1262,
miR-1271, miR-3144, let-7a,
let-7b, let-7c.

Tabla 2. Grupos y familias de miRNAs implicados en CCU con su

Grupos de miRNAs miRNASs en el grupo Familias de miRNAs Chr*

miR-133a2-2 ~ 1-1 miR-1-1,-133a-2 20

miR-1-> (1-1, 1-2, 206)

miR-1-2 ~ 133a-1 miR-1-2, -133a-1 miR-133- (133a,133b) 18

miR-133b ~ 206 miR-133b, -206 6

i mIR-17. 188,199, 191, - i
miR-17- (17, 18a, 18b, 20a, 20b, 93, 106a, 106b)

miR-106a, -18b, -20b, -19b- miR-19-> (19a, 19b-1, 19b-2)

Sl ) 2,-92-2,-363 miR-363 > (363) L
miR-25-> (25, 92a-1, 92a-2, 92b)

miR-106b ~ 25 miR-106b, -93, -25 7

miR-23a ~ 27a ~ 24-2 miR-233,-27a, -24-2 miR-23> (234, 23b, 230) 19
miR-24 > (24-1, 24-2)

miR-23b ~ 27b ~ 24-1 miR-23b, -27b, -24-1 miR-27 > (27a,27b) 9

miR-29a ~ 29b-1 miR-29a,-29b-1 7
miR-29 3 (292, 29b-1, 29b-2, 29¢)

miR-29b-2 ~ 29¢ miR-29b-2, -29¢ 1

miR-34b ~ 34c miR-34b, -34¢ miR-34 > (342, 34b, 34¢) 11

miR-183 > (183)
miR-96 - (96) 7
miR-182 > (182)

miR-183 ~ 96 ~ 182 miR-183, -96, -182

miR-125a ~ let-7c ~ 99b miR-125a, -99b, let-7e 19

Let-7 H(a-1,a-2,a-3, b,c.d, e, 1, -2, 8, i)
miR-99 => (99a,99b, 100) 21
miR-125 > (125a, 125b-1, 125b-2)

miR-let-7c ~ 99a let-7¢, miR-99a

miR-100 ~ let-7a-2 miR-100, let-7a-2 11
miR-181a-1 ~ 181b-1 miR-181a-1, -181b-1 1
miR-181a-2 ~ 181b-2 miR-181a-2, -181b-2 'z’:;ﬁ;m (18121, 181a-2, 1810118102, 1816, ¢
miR-181¢ ~ 181d miR-181c,-181d 19
miR-199a-2 ~ 214 miR-199a-2,-214 mR1e2 giz:“;}'zlu")g“'z‘ 1495) 1
e miR-302a, -302b, -302c, - miR-302 > (302a, 302b, 302¢, 302d, 302, 302f) "

302d, -367 miR-367 = (367)

* Chr = Cromosoma.
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7e, let-7g, let-7i.

llo uterino (SCC) en comparacion con el tejido normal adyacente,
mientras miR-302d, miR-346, miR-518b y miR-610 se infra-expresan
(78). Cuatro nuevos miRNAs (miR-1273f, miR-1273g, miR-5095 y MIR-
5096) se han descubierto durante la busqueda de los sitios fragiles
relacionados con CCU, los cuales han sido observados en lineas
celulares y tejidos cancerosos pero no en tejido normal (49).

Conforme se han avanzado las investigaciones sobre miRNAs
asociados al CCU, el nimero de miRNAs implicados en el desarrollo del
CCU se ha incrementado considerablemente, donde se han descrito
varios miRNAs sobre-expresados e infra-expresados en los tejidos
cervicales cancerosos (79-82); entre ellos, los miRNAs sobre-regulados:
miR-10b, miR-15a, miR-16, miR-17, miR-20b, el miR-21, miR-93, miR-
106a, miR-106b, miR-130b, miR-146b -5p, miR-155, miR-185, miR-195,
miR-339-5p, miR-625, miR-941 y miR-1224-5p; y los infra-regulados:
miR-99a, miR-100, miR-125, miR-139-5p, miR-139-3p, miR-145, miR-
1993, miR-199b-5p, miR-149, miR-328, miR-375, miR-379, miR-381,
miR-497, miR-574-3p, y miR-617, incluyendo los ARNm diana que
tienen estos miRNAs y como contribuyen al desarrollo de este cdncer
(25,79,80,83-89)

El CCU se relaciona con la infeccién persistente de genotipos
especificos de VPH, sin embargo, el conocimiento sobre todas las
alteraciones genéticas y moleculares involucradas en esta patologia
requiere mas estudios. Recientemente, se han identificado mecanismos
moleculares para explicar el proceso tumoral y desarrollo del CCU



(90,91). La expresiéon aberrante de miRNAs
ha sido reconocida como un mecanismo
molecular importante que conduce a la
carcinogénesis, dada la capacidad que tienen
los miRNAs de regular la expresion de gran
cantidad de genes implicados en procesos
celulares importantes, e influir en la
regulacién de las vias de sefializacién
relacionadas con el cancer (14,92,93).

En esta revision, numerosos estudios
muestran la correlacion entre los miRNAs y la
carcinogénesis de cuello uterino; mediante la
comparacion de los perfiles de expresion de
miRNAs, entre tejidos cancerosos y tejidos
cervicales normales, la identificacion de
miRNAs con perfiles de expresidn alterados
en los tejidos con cancer de cuello uterino
(94-97), sugiriendo a la expresion aberrante
de miRNAs como un factor importante en el
desarrollo de este cancer. No obstante, la
funcién de la mayoria de miRNAs descritos
en CCU continuda sin elucidarse. Lo anterior se
podria atribuir en parte a inconsistencias en
los perfiles de expresion de los miRNAs
reportados en diferentes estudios (Figura 3)

(19), bien por el tipo de muestras analizado,
antecedentes genéticos y ambientales de los
donantes, caracteristicas clinico-patoldgicas y
las plataformas de andlisis utilizadas para la
interpretacion de los perfiles de expresion de
los miRNAs (98). La expresion génica de cada
miRNA es Unica de cada paciente, de cada
tejido normal y canceroso de un mismo
paciente y entre individuos, en este sentido,
un estudio de SNPs (Polimorfismo de
nucledtido Unico) podria servir de
complemento a estos analisis.

Otra causa de variacion en los perfiles
de expresion de miRNAs se establece por la
presencia de mutaciones cromosomicas tales
como deleciones, inserciones, traslocaciones
o la combinacién de alteraciones genéticas y
epigenéticas que conllevan a la sobre o infra-
expresion de miRNAs (99). Mas del 50% de los
miRNAs reportados en la literatura se
localizan frecuentemente en regiones
cromosomicas relacionadas con cancer, tales
como regiones no codificantes, regiones de
pérdida de heterocigosidad, sitios fragiles
comunes, regiones en o cerca de oncogenes o

supresores tumorales, cerca de sitios de
integracion de VPH, los cuales son propensos
a las aberraciones cromosdémicas (15). Por
ello, la localizacion cromosémica de miRNAs
es determinante en la patogénesis del cancer.

De acuerdo con el patrén de expre-
sion de miRNAs y el perfil global de expresidn
de miRNAs conocido como “miRNoma” (16),
se han identificado miRNAs que actian como
verdaderos oncogenes, 0 como supresores
tumorales inhibiendo o estimulando la
expresion de genes celulares relacionados
con el desarrollo del cancer y promoviendo o
suprimiendo la oncogénesis, por lo que se han
denominado oncomiRs (100,101). Estas
clases de miRNAs se han convertido en un
objetivo atractivo para la terapia génica,
pueden proporcionar potenciales
biomarcadores para el diagndstico o
prondstico de diferentes enfermedades
humanas y representar nuevas dianas
terapéuticas en cancer (96,102-104). En la
carcinogénesis de cuello uterino, se han
identificado miRNAs clasificados como
oncomiRs (100,101). Algunos miRNAs como
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miR-10a, miR-19a/b, miR-106b, miR-20, miR-
21, miR,31, miR-133b, miR-135b, miR-141,
miR-146, miR-148a, miR-182, miR-214 y miR-
886-5p han sido considerados como
oncogenes en CCU, pues regulan genes
supresores de tumores y contribuyen a la
progresion de esta neoplasia bien a través de
la desregulacion de productos génicos de
proliferacién celular, apoptosis o adhesion
celular (25,30,68,78,105-117). Entre tanto,
miRNAs Let-7¢, miR-124, miR-125b, miR-126,
miR-138, miR-143 y miR-145 actian como
supresores de tumores en el desarrollo de
este tipo de céncer, regulan oncogenes y son
infra-expresados en el CCU (11,80,85,118-
124). Lo anterior pone de relieve a la
expresion aberrante de algunos miRNAs
como un factor molecular activo en el
desarrolloy la progresiéon de CCU.

Perfiles de expresion de los miRNAs en
diferentes etapas del CCU (NIC I, Il y Il1): Se
han documentado las alteraciones en los
patrones de expresion de algunos miRNAs
durante la progresion de tejidos cervicales
normales a lesiones intraepiteliales de alto
grado (NIC Il y IlIl) o tejidos con céancer
invasivo (90,125).

Li et al. (2011) mostraron miR-29a,
miR-99a, miR-195 y miR-375 infra-expresados
en NIC Il y Ill, en contraste, miR-92a y miR-
155 presentaron un patrén de sobre-
expresion en NIC Il y 111(19). Wang et al.,
demostraron una reduccidn constante vy
progresiva de miR-29a y miR-100 en NIC | -
NIC Ill y CCU, mientras miR-16, miR-25, miR-
27a, miR-92a y miR-378 tuvieron un perfil de
expresion aumentado (96). La participacion
de miR-375 en la progresidn a cancer ain no
es clara dado que si bien disminuye su
expresion en NIC Il y Ill, no ocurre lo mismo
en tejidos normales y en tejido con céncer
sugiriendo su participacion diferencial en las
etapas de progresion en CCU (88,126,127).
Por tal razén, es necesario continuar
estudiando los patrones de expresion de
miRNAs que permitan dilucidar su
participacion en este tipo de cancer. Otros
estudios han demostrado perfiles de
expresion diferencial entre tejido normal,
lesiones precursoras (NIC) y tejidos con
cancer provenientes del cuello uterino
(19,20,87,93,102,128). Wilting et al.
realizaron un andlisis sobre los patrones de
expresion de miRNAs entre tejidos cervicales
normales, lesiones precursoras (NIC 11, 1ll) y
tejidos cancerosos del cuello uterino,

mostraron 33 miRNAs con perfiles de
expresiones diferencial concordante; 18
miRNAs sobre-expresados (Let-7i, miR-19b,
miR-21, miR-25, miR-28-5p, miR-30e, miR-
34a, miR-34b*, miR-92a, miR-92b, miR-106b,
miR-146a, miR-181d, miR-200a*, miR-206,
miR-338-5p, miR-592 y miR-595)y 15 miRNAs
infra-expresados (miR-23b, miR-134, miR-
149, miR-193b, miR-203, miR-210, miR-296-
5p, miR-365, miR-370, miR-493, miR-572,
miR-575, miR-617, miR-622 y miR-638) (51).

Durante esta revisién se identifico la
asociacion de varios miRNAs con etapas
especificas del desarrollo del CCU. La tabla 3,
muestra los perfiles de expresién de 59
miRNAs en diferentes lesiones intra-
epiteliales en la progresion del CCU. Se puede
observar en la transicion del tejido normal de
cuello uterino a cualquier etapa del CCU (NIC
I, Il'y 1ll) se identificaron 10 miRNAs sobre-
expresados (miR-10, -16, -21, -25, -92a, -93, -
143, -1964, -378, -512), 11 infra-expresados
(miR-26a, -29a, -99a, -100, -149, -199a, -210, -
218, -342, - 424, -497) y 3 miRNAs (miR-27a, -
34ay -148a) con diferencias en los perfiles de
expresion por cada lesion precursora del CCU.
Por otro lado, se identificaron 35 miRNAs
asociados a dos etapas precursoras de este
cancer. En las etapas NIC Il y Ill, se
identificaron 17 miRNAs sobre-expresados
(miR-9, -15b, -18a, -19a, -19b, -20b, -34a, -
1063, - 106b, -125, -130a, -135, -1464a, -155,
181b, -185, Let-7d) y 12 infra-expresados
(miR-17,-29b, - 99b, -124, -141, -181c, -192, -
195, -223, -375, - 449a, -494); mientras tanto,
en las etapas NIC | y Ill se identificaron 2
miRNAs sobre-expresados (miR-142,-205) y 4
infraexpresados (miR-145, - 203, -376a, -572).

Estos hallazgos sugieren que los
miRNAs expresados diferencialmente en las
etapas de desarrollo del CCU podrian jugar
un papel importante en la transformacion
maligna de las células cervicales anormales,
dado que la desregulacion de estos miRNAs
podria estar asociada con la progresion de
esta enfermedad inducida por VPH de ato
riesgo oncogénico de displasia leve a displasia
severa o cancer invasivo (134). En razén de lo
expuesto, los miRNAs especificos de cada
etapa del CCU podrian ser utilizados en el
seguimiento de la progresion a cancer, bien
para diferenciar entre las etapas del CCU, o el
tejido cervical canceroso del tejido normal,
por lo cual tendrian una nueva funcién como
biomarcadores en el diagndstico y la
deteccion de este tipo de cancer. Lo anterior

nos proporciona un marco para futuros
estudios en cohortes de pacientes
independientes, y la posibilidad de validar los
papeles funcionales de estos miRNAs en la
carcinogénesis del cuello uterino.

miRNAs durante el ciclo celular en el CCU: Se
ha determinado la participacion de algunos
miRNAs en procesos celulares tan complejos
como el control del ciclo celular; la
modulacion de los genes reguladores puede
bloquear la progresion del ciclo celular
(87,93,135). La transicion de la fase G1 aS en
las lineas celulares de cuello uterino se ve
afectada por miR-29a, miR-29b, miR-155, el
grupo miR-302-367, miR-375 y miR-424
(52,69,126,136,137). La transicion de fase S a
G2 ha sido inhibida por la sobre-expresion de
miR-372 en lineas de células del cuello del
Utero™ vy la transicién final de la fase G2 a M
ha sido detenida por la infra-expresion de
miR-100 en lineas de células del cuello del
Utero (139). Se ha estimado que un 1-5% del
genoma humano corresponde a miRNAs,
reguladores de alrededor del 30% de los
genes celulares codificantes. Cada miRNA
puede regular la expresién de cientos de
genes celulares y un mismo gen puede ser
regulado por diferentes miRNAs (140-142); si
un miRNA especifico sufre algun tipo de
alteracion genética o epigenética podria
causar variaciones significativas en la
expresion de muchos genes celulares,
provocando aberraciones en diversos
procesos bioldgicos esenciales para la célula,
conllevando al desarrollo y progresion de una
amplia variedad de enfermedades humanas
(24).

En lafigura 4, se indican las posibles
interacciones entre 15 miRNAs asociados al
CCU y 11 genes que participan en el control
del ciclo celular. El conocimiento sobre los
miRNAs implicados en la progresion del CCU,
aquellos miRNAs que imparten efectos como
supresores tumorales, reguladores de genes
celulares y cuyo control depende de la
interaccion con genes celulares brinda un
mejor entendimiento de los procesos
bioldgicos que caracterizan el CCU vy se
convierten en potenciales herramientas para
mejorar nuestra comprensidon sobre los
procesos celulares que intervienen en la
carcinogénesis de cuello uterino. Asi también
permite nuevos enfoques para desarrollar
sistemas de diagndstico y pronostico en CCU
o identificar blancos potenciales de terapia
génica.
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Conclusiones

En la presente revision, se analizaron
139 articulos cientificos que estudian la
asociacion de miRNAs con el CCU a través de
diferentes técnicas moleculares, y los
diferentes perfiles de expresion de miRNAs.
Se identificaron 252 miRNAs con expresion
diferencial en tejidos cancerosos de cuello
uterino; de estos, 97 miRNAs estan sobre-
expresados y 88 miRNAs estan infra-
expresados.

67 miRNAs mostraron perfiles de
expresion variables en diferentes estudios. La
mayoria de los miRNAs asociados al CCU se
encuentran en los cromosomas 1, 14, 19y X,
enregiones intronicas e intergénicas.

Se han detectado ciertos perfiles de
expresién de algunos miRNAs en lineas
celulares del céncer y las lesiones pre-
malignas del cuello uterino, proporcionando
informacion valiosa sobre el papel de los
miRNAs en diferentes etapas de la carcino-
génesis cervical, asi como también podrian
ser posibles marcadores para diferenciar
entre las diferentes etapas de esta neoplasia.

En algunos estudios se ha eviden-
ciado la expresion de moléculas importantes
relacionadas con el cancer, reguladas por la
participacion de miRNAs por lo cual, la
identificacion de tales genes celulares
implicados y las vias de sefalizacién
involucradas, podria contribuir al desarrollo
de productos terapéuticos basados en
miRNAs, no obstante, se requieren mas
estudios destinados a esclarecer la funcién,
objetivos transcripcionales y los mecanismos
de regulacion de eventos celulares. Asi
también analizar los miRNAs relacionados
con eventos de apoptosis y necrosis y su
posible interaccion con secuencias del
complejo CRISP (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) tanto
en tejidos sanos como tumorales del cuello
uterino que podrian dar una mejor
informaciéon sobre su papel como
marcadores biolégicos, asi como en el
prondstico y la terapia del cancer de cuello
uterino.

Conflicto de interés: Las autoras declaran no
tener ningun conflicto de interés.
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Un importante patogeno en los primeros 3 ainos de vida
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Los nifios son vulnerables a una
serie de infecciones a las que los adultos
tienen mayor resistencia y las etiologias y
manifestaciones de las infecciones en los
pacientes pediatricos son diferentes y mas
graves que las observadas en los adultos.
Kingella Kingae es un claro ejemplo de elloya
que rara vez causa infecciones en personas
mayores de 36 meses de edad. A continua-
cion el Servicio de Bacteriologia del Instituto
Argentino de Diagndstico y Tratamiento de la
Ciudad Auténoma de Buenos Aires,
Argentina y el laboratorio de Diagndstico
Gendmico y Bioquimico de Laboratorio
MANLAB nos presentan una revision
bibliografica con las caracteristicas micro-
bioldgicas, la patogeniay las manifestaciones
clinicas mds importantes que produce k.
kingae en la edad pediatrica. Ademas,
describen los métodos para el aislamiento y
la identificacion en el laboratorio de micro-
biologia.
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Se realiza una revision bibliografica
de las caracteristicas microbiolégicas,
patogenia y manifestaciones clinicas mas
importantes que produce kingella kingae en
edad pediatrica. Posteriormente se descri-
ben los métodos para el aislamiento y la
identificacion de kingella kingae en el
laboratorio de microbiologia.

Resumen

Kingella kingae es un agente etiolo-
gico comun de la bacteriemia pediatrica y el
principal agente de osteomielitis y artritis
séptica en nifios de 6 a 36 meses de edad.
Esta bacteria Gram-negativa se encuentra
colonizando la orofaringe y se disemina por
estrecho contacto interpersonal. Kingella
kingae produce una toxina RTX que proba-
blemente facilita la colonizacién de la
mucosa y la persistencia del organismo en el
torrente sanguineo y en los tejidos
profundos del cuerpo.

Con laexcepcidn de los pacientes con
afectacién endocardica, los nifios con
enfermedades de K. kingae a menudo
muestran sélo sintomas y signos leves, lo que
requiere una perspicacia clinica. El aisla-
miento de K. kingae en medios sélidos
rutinarios es subdptimo y la deteccion de la
bacteria se mejora significativamente
mediante la inoculacion del liquido articular
en botellas de hemocultivos automatizados y
el uso de ensayos basados en PCR. El
organismo es generalmente susceptible a los
antibidticos que se administran a pacientes
jévenes coninfecciones articularesy dseas. Si
se trata adecuadamente y a tiempo, las
infecciones invasivas de K. kingae sin afecta-
cion endocardica suelen tener un curso
clinico benigno.

Introduccion

Los nifios son vulnerables a una serie
de infecciones a las que los adultos tienen
mayor resistencia y las etiologias y manifes-
taciones de las infecciones en los pacientes
pedidtricos son a menudo claramente
diferentes y mas graves que las observadas
en los adultos. Kingella Kingae es un claro
ejemplo de ello ya que rara vez causa
infecciones en personas mayores de 36
meses de edad (1).

Kingella kingae, es un cocobacilo
gramnegativo de crecimiento lento, aislado
por primera vez en 1960 por Elizabeth O King
e incluido inicialmente en el género
Moraxella. Posteriormente, en 1976, se
transfiere al género Kingella de la familia
Neisseriaceae, actualmente conformado por
4 especies: K kingae, K. oralis, K. denitrificans
y K. potus (especie zoonotica) (2) que pueden
diferenciarse por pruebas bioquimicas.
Pertenece al grupo HACEK (Haemophilus sp,
Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Cardiobacterium hominis, Eikenella
corrodens, K. kingae). Pueden observarse de
a pares o en cadenas. En ocasiones pueden
resistirse a la decoloracién y confundirse con
bacilos gram positivos (3).

Caracteristicas microbiologicas

Es una bacteria inmovil, oxidasa posi-
tiva, catalasa negativa, nitrato reductora, no
productora de indol niurea, fermentadora de
glucosa y maltosa pero no de otros azucares,
anaerobia facultativa, que presenta -
hemolisis. Crece en agar Columbia suple-
mentado con 5% de sangre ovina dando colo-
nias beta-hemoliticas pequefias y colonias
pequeias en agar chocolate. No desarrolla
en agar Mac Conkey y la mayoria de las cepas
se pueden recuperar en el medio de cultivo



Thayer-Martin.

La produccion de B-lactamasas ha sido
poco frecuente en la especie. La enzima esuna
B-lactamasa TEM-1, no hidroliza las
cefalosporinas, y su actividad es inhibida por
el acido clavuldnico. Habitualmente estd
codificada en un plasmido pero se la ha
encontrado integrada al cromosoma. La
presencia de B-lactamasa aumenta la
concentracion de MIC de ampicilina en el
rango de 0,25 mg / litro a 8 mg / litro, con un
MIC50 de 2 mg / litro y un MIC90 de 4 mg /
litro. Con raras excepciones, K. kingae es sus-
ceptible a los aminoglucésidos, macrélidos,
trimetoprim-sulfametoxazol, fluoroquino-
lonas, tetraciclina y cloranfenicol. Kingella
kingae exhibe CIMs relativamente altas a la
oxacilina (MIC50, 3 ug / ml; MIC90, 6 ug / ml),
el 40% de los aislamientos invasivos son
clindamicina no susceptible, y todas las cepas
son altamente resistentes a los antibioticos
glicopéptidos'(4).

Patogenia

La patogenia de K. kingae fue recien-
temente atribuida a la produccién de una
potente citotoxina, conocida como RTX (del
inglés Repeat in toxin) (5). Esta toxina
pareceria promover la colonizacion del tracto
respiratorio superior a nivel amigdalino,
condicion que favorece su transmision
persona-persona, especialmente entre nifios
de corta edad con estrecho contacto en
guarderiasy centros preescolares'(6, 7).

Un estudio sobre nifios sanos que
acudian a guarderias en el sudeste de Israel
detecté una tasa de portadores faringeos del

70%. En 2 estudios sobre brotes invasores de
K. kingae en guarderias de Israel y Estados
Unidos crecid K. kingae en hasta el 45% de los
cultivos faringeos (8,9). El dafio a la capa
mucosa causado por una enfermedad viral
previa o concomitante facilita la entrada de K.
kingae en el torrente sanguineo vy la
diseminacion a sitios distantes (10). La toxina
facilitaria la persistencia del organismo en el
torrente sanguineo y en los tejidos profundos
delcuerpo (11).

Se ha visto que en los primeros seis
meses de vida la incidencia es menor y esto se
relaciona con la proteccidn que confieren los
anticuerpos maternos. Se describe un mayor
numero de casos entre los meses de julio y
diciembre, lo que parece coincidir con la
incidencia de infecciones virales respiratorias
altas(12).

Manifestaciones clinicas

K. kingae se ha identificado como
agente causal de infecciones invasivas. La
infeccién osteoarticular es la forma mas
frecuente de presentacion (62,4%), seguida
de bacteriemia sin foco (32%). La artritis
séptica comprende el 80% de los casos de
infeccion osteoarticular, seguida de la
osteomielitis y la espondilodiscitis (13, 14).

Infecciones osteoarticulares

Artritis bacteriana: La incidencia de la artritis
bacteriana en nifios es de 5 a 37 casos por
100000. Los nifios menores de 3 afios se ven
afectados con mds frecuencia. Suelen ser
monoarticulares y perjudican principalmente
las articulaciones de las extremidades, como

la cadera, el tobillo y la rodilla. En las ultimas
dos décadas, la vacunacion sistémica contra
Haemophilus influenzae ha modificado el
patrén de infeccion éseay es, en la actualidad,
K. kingae el germen Gram-negativo implicado
con mas frecuencia (14). El retraso en la
terapia se ha asociado con secuelas a largo
plazo, por lo que es muy importante la
obtencidon de cultivos de sangre y liquido
sinovial y posteriormente comenzar de
inmediato con el tratamiento.

Osteomielitis: La infeccién dsea por K. kingae
se localiza fundamentalmente en huesos
largos, el fémur es el mas frecuentemente
afectado, No suele haber mucha afectacion
del estado general y hasta en un tercio de los
pacientes cursa sin fiebre, por lo que el
diagndstico suele ser tardio (mds de 1 semana
enel 70% de los pacientes) (15).

Espondilodiscitis: La espondilodiscitis u osteo-
mielitis vertebral es una patologia poco
frecuente en pediatria. Representa alrededor
de 2 a 4% de todas las infecciones osteo-
articulares en los nifios (16). Kingella kingae
constituye el segundo agente etioldgico, luego
de Staphylococcus aureus en espondilodiscitis
no tuberculosa en nifios.Cursan con una
sintomatologia inespecifica, y cuyo
diagndstico requiere de un alto indice de
sospecha, por lo que muchas veces es tardio o
se hace luego de multiples tratamientos
(17).A pesar de su baja frecuencia, esta
condicion se caracteriza por su prolongada
morbilidad, la posibilidad de desarrollar
complicaciones neuroldgicas y en ocasiones la
muerte (18). La via hematdgena es la principal
fuente de infeccion; sin embargo, los
hemocultivos suelen ser negativos(19).
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Bacteriemia oculta

También llamada bacteriemia sin foco,
representa la segunda expresién de la
enfermedad por Kingella kingae en nifios. En
algunos pacientes se presenta como una
erupcion maculopapular diseminada, parecida
a la que se describen en las infecciones
sistémicas meningocdcicas o gonocdcicas.
Debido a la presentacién clinica aparen-
temente benigna, con los protocolos actuales
para manejo de nifios febriles de 6 a 36 meses
sin ninguna fuente clinica aparente, basados en
la temperatura corporal alta y presencia de
marcada leucocitosis frecuentemente no
detectan bacteriemia oculta por K. kingae y
muchos casos probablemente no estén
diagnosticados.

Endocarditis

La endocarditis por microorganismos
del grupo HACEK es poco frecuente en nifios,
pero presenta un alto porcentaje de compli-
caciones, por lo que es importante un
diagndstico y tratamiento precoces. La endo-
carditis por K. kingae presenta complicaciones
en el 50% de los casos, tales como embolismos,
accidentes vasculares cerebrales, meningitis,
insuficiencia cardiaca congestiva y shock
cardiogénico. Evoluciona al fallecimiento en el
16% de los casos (4). Suele responder
rapidamente al tratamiento antibidtico, que se
debe administrarentre 2y 7 semanas.

Diagndstico de las infecciones invasivas de K.
kingae

Deteccion por cultivo: El aislamiento de K.
kingae en medios sélidos bacterioldgicos es
dificultoso, (rendimiento 9-16%). La sensi-
bilidad de los cultivos mejora significati-
vamente mediante la inoculacién sistematica
delliquido articular en sistemas automatizados
de hemocultivos lo que diluiria el posible
efectoinhibidor del propio liquido sinovial en el
crecimiento de la bacteria (20). A pesar de esta
metodologia la deteccién en cultivo del
organismo sigue siendo problematica ya que
depende de muchos factores como las
caracteristicas del caldo (la marca comercial de
sistemas automatizado utilizado), el volumen
(tipo de botella), elindculo ,etc.

Existen en el mercado una amplia
variedad de sistemas comerciales para la
identificacion de este microorganismo tales
como la tarjeta APl NH, el instrumento Vitek 2
(21, 22), la ionizacién de desorcidn por laser

asistida por matriz (MALDI-TOF) (22), y
métodos moleculares. El organismo es
completamente mal identificado por el kit
RemelRapID NH (22).

Deteccion por Ensayos de Amplificacion de
Acidos Nucleicos: Los ensayos de amplificacion
de 4cidos nucleicos mejoran sustancialmente
el diagndstico de la enfermedad debido a K.
kingae ya que al aumentar la tasa de deteccion
en 4 veces reducen la fracciéon de las
infecciones no confirmadas y muestran que el
organismo es la principal etiologia bacteriana
de las infecciones esqueléticas en pacientes
pediatricos jovenes. Mediante esta técnica se
pueden amplificar diferentes genes como el
gen 16S rRNA o el gen cpn60 que codifica la
proteina chaperonina 60 o segmentos
conservados de los genes que codifican la
toxina RTX (rtxA y / o rtxB). Este ultimo es el
mas sensible ya que son capaces de detectar
tan so6lo 30 CFU del organismo, no necesita
secuenciacion posterior, son altamente
especificos, se pueden aplicar a una variedad
de muestras clinicas (sangre, liquido sinovial y
tejidos sélidos, tracto respiratorio superior) y
permitir la deteccién de cepas que exhiben
polimorfismos del locus rtx (4).

Hasta ahora la toxina RTX es produci-
da por todas las cepas de K. kingae exami-
nadas.

Conclusién

La infeccidn por Kingella kingae en su
estadio inicial suele presentarse con sintoma-
tologia inespecifica, por lo que es importante
incluirla dentro del screening microbioldgico,
ya que la administracion temprana de terapia
antimicrobiana es de suma importancia para
prevenir el desarrollo de cuadros mas graves
que dejen secuelas e incluso que lleven a la
muerte del paciente.

Dado que K. kingae es altamente
sensible a antibidticos betalactamicos, permite
comenzar un tratamiento precoz con amoxi-
cilina.

Al ser un microorganismo fastidioso de
crecimiento lento y exigente, con poca
capacidad de resistencia a condiciones
adversas y de baja concentracion en el foco de
infeccidn, el cultivo se realiza con dificultad y
tiene un bajo rendimiento (9-16%) en agar
sangre y agar chocolate produciéndose
frecuentemente un sub-diagnodstico. La
deteccion de la bacteria se mejora significa-

tivamente mediante la inoculacién de la
muestra en sistemas automatizados de
hemocultivos y el uso de ensayos basados en
PCR.
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Expresion de citoqueratinas en
el cancer de mama y subtipos tumorales por inmunohistoquimica
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El cdncer de mama es la neoplasia
maligna mas frecuente en las mujeres en
todo el mundo. De acuerdo a estadisticas
internacionales, anualmente se registran
mas de 1 millén de casos nuevos y la mitad
de los mismos fallece por su causa. En el
siguiente trabajo caracterizan el cancer de
mama en subtipos moleculares mediante la

expresion inmunohistoquimica de las Ck5/6,
Ck7, Ck8 y Ck18 asociados a los clasicos
marcadores determinados y analizan la
evolucién clinica de los distintos subtipos.

»

RESUMEN

Objetivo: Caracterizar el cdncer de mama en
subtipos moleculares mediante la expresion
inmunohistoquimica de las Ck5/6, Ck7, Ck8 y
Ck18 asociados a los clasicos marcadores

determinados y analizar la evolucién clinica
de los distintos subtipos.

Métodos: La muestra fue intencional y de
acuerdo con los criterios de inclusién
definidos se seleccionaron 149 bloques de
parafina de casos con carcinoma ductal
infiltrante de la mama. De los resultados
previos de marcadores moleculares por
inmunohistoquimica que incluyeron RE, RP,
Her-2, p53, Bcl2 y Ki-67, se analizé el
inmunomarcaje de los tres primeros y se
establecié el subtipo tumoral. De los
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bloques de parafina se construyeron 5
micromatrices de tejido y se evalud la
expresion inmunohistoquimica de las Ck5/6,
Ck7,Ck8, Ck18 de acuerdo al subtipo tumoral.
Resultados: El promedio de edad de las
pacientes fue 51,32 afios. Los tumores
luminal Ay B expresaron Ck8 y Ck18 en mas
del 80 % de los casos. Los tumores Her-2+
expresaron en mas del 80 % de los casos Ck7 y
Ck18, la proteina Bcl2 y la p53 marcaron en
menos del 25 % y 39 % de los mismos. Los
tumores TN expresaron Ck5/6, Ck7, Ck8 y
Ck18 de forma variables. La proteina p53 y
Bcl2 inmunomarcaron en porcentaje variable
de casos y la Ki-67 en casi la totalidad.
Presentaron recurrencia la mayoria con
tumores Her-2+y TN, la supervivencia global
fue menoren los casos con esos subtipos.
Conclusidn: El analisis de los biomarcadores
moleculares en este estudio proporciona una
mejor definicidn de cada tumor.

Palabras clave: Carcinoma de mama.
Citoqueratinas. Subtipo molecular.
[ ]
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INTRODUCCION

El cdncer de mama es la neoplasia
maligna mas frecuente en las mujeres en todo
el mundo. De acuerdo a estadisticas
internacionales, anualmente se registran mas
de 1 millén de casos nuevos y la mitad de los
mismos fallece por su causa(1,2).

En Venezuela seglin datos disponibles
del Ministerio Popular para la Salud, los casos
nuevos y fallecidos por la enfermedad han
aumentado progresivamente desde el afio
2005, constituyendo la primera causa de
morbimortalidad por cancer para la mujer en
nuestro pais hasta la fecha (3,4). Es de resaltar
que al momento del diagndstico clinico mas
del 70 % de los casos presentan tumores
localmente avanzados (5,6) cuya evolucion no
es la mas favorable, comportamiento que se
ha observado en algunos con menor estadio.

Hoy se conoce que lo utilizado

usualmente en la rutina para el diagndstico y
manejo de nuestras pacientes no explica
suficientemente el comportamiento bioldgico
deltumor (7-16).

En otros paises es con propodsito de un
enfoque con valor predictivo para el
comportamiento y la terapéutica, la iden-
tificacion del subtipo molecular tumoral
(luminal A, luminal B, Her-2+ y Basal) por
analisis de expresién génica (7-10)
considerado lo ideal o bien mediante técnica
inmunohistoquimica (IHQ) (11-15) con
incorporacién a la lista de los cldsicos
marcadores prondsticos (RE, RP, Her-2)
distintas citoqueratinas (Cks) (12-17). Sin
embargo, a pesar de que existen diversos
estudios realizados con ese fin por dicha
técnica usando esas citoproteinas (12-17) en
Venezuela son muy escasas las investigacio-
nes cientificas al respecto (18).

Las Cks son polipéptidos fibrosos que
constituyen el principal tipo de filamento
intermedio en el citoesqueleto de la mayoria
de células epiteliales (incluyendo mucosa y
glandulas), asicomo en algunas no epiteliales.

En la glandula mamaria humana, el
epitelio de los conductos estd constituido por
dos capas de células que expresan distintas
Cks (20). Las células de la capa interna o
luminal se sabe expresan inmunorreactividad
ante la Ck8 y Ck18, mientras que las de la capa
externa a lo largo de la membrana basal y asi
denominadas son reactivas alas Ck5y Ck6 (12-
17,19,20).

Basados en el significado para la
paciente con cancer de mama del andlisis
inmunohistoquimico y el de la diferenciacion
molecular de tumor en la actualidad, el
objetivo de este estudio es caracterizar el
cancer de mama en subtipos moleculares
mediante la expresién inmunohistoquimica
de las Ck5/6, Ck7, Ck8 y Ck18 asociados a los
clasicos marcadores determinados y analizar
la evolucion clinica de los distintos subtipos
considerando la recidiva tumoral y la
sobrevidaglobal.

METODOS

Se realizé un estudio descriptivo,
transversal, correlacional de disefio no
experimental (21) de casos con cancer de
mama de los que se elaboraron micromatrices

de tejido (TMAs) (23). Previa autorizacién del
Centro de Investigaciones Médicas vy
Biotecnoldgicas de la Universidad de
Carabobo (CIMBUC) e institucion asistencial
privada (consulta de mama), se revisé el
archivo general de estudios IHQ y de bloques
de parafina convencional resguardados en el
CIMBUC de acuerdo a las normas para la
investigacion en muestras biolégicas humanas
segun el Cédigo de ética paralavida2011(22).
La muestra fue intencional, no probabilisticay
se conformd con 149 casos de acuerdo a los
siguientes criterios de inclusiéon: sexo
femenino, cualquier edad, diagndstico de
carcinoma de mama ductal infiltrante sin otra
especificacion o mixto con componente
ductal infiltrante predominante, estudio IHQ
antes de tratamiento neoadyuvante para RE,
RP, Her-2, Ki-67, p53 y Bcl2 determinados en
un solo momento y realizados en el
Laboratorio del Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital Metropolitano del
Norte, ldmina de hematoxilina eosina (HE) del
estudio IHQ previo preservada, tejido tumoral
producto de biopsia incisional o excisional del
tumor primario recolectada antes de
cualquier tratamiento, éptimas condiciones
del bloque de parafina, datos clinicos de
interés. Se excluyeron los casos que no
cumplieron los criterios de inclusion.

A continuacidn se evalud el resultado
del inmunomarcaje del RE, RP, Her-2
clasificdndose a los tumores de acuerdo a los
subtipos moleculares, empleando de la
literatura para ello los trabajos Wiechmann
(17) para los luminales Ay By de Carey (18) y
Wiechmann (17) para los Her-2 vy triple
negativo (TN). Definiendo asi: Luminal A: RE
y/o RP (+), Her-2 (-); Luminal B: RE y/o RP (+),
Her-2 (+) o (-); Her-2+: RE/RP (-); Her-2(+) y
TN: RE/RP/ Her-2 (-). Establecidos los
anteriores y de acuerdo a los mismos
seguidamente se valoré la expresion de Ki-67,
p53, Bcl2, como posteriormente la expresidon
delas Cks propuestas.

La informacién de interés fue
obtenida de los datos anexos al estudio IHQ y
del historial clinico accesible.

Construccion de las micromatrices de tejido
(TMASs)

Todas las muestras tumorales en su
momento, se fijaron en formol al 10 % e
incluyeron en parafina, procesandose de

’28
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forma rutinaria. Las TMAs (23) se realizaron
en el CIMBUC de forma manual. Bajo el
microscopio de luz con objetivos crecientes
(10, 20, 40x) se examinaron las ldminas de HE
y se seleccionaron las zonas con tumor,
empleando dichas laminas se marcé la misma
area en el bloque de parafina convencional
(bloque de parafina donante). Seguidamente
se elaboré un topograma o plantilla de
localizacién en papel y se establecio el orden,
posiciony secuencia que tendrian los tumores
en el bloque receptor para su identificacién
posteriory la lectura de la expresién de las Cks
en estudio. El troquelado de los bloques de
parafina receptores se confecciond con la guia
de una laminilla multifenestrada (acrilica de
30x50 mm con multiples orificios ordenados
por filas y columnas de 2 mm didmetro e igual
distancia entre los mismos) y un trocar
cilindrico con 2 mm de didmetro. En cada uno
se realizaron dos secciones de 30 cortes
separados entre si por una distancia de 5 mm
(seccion Ay B de las TMAs). Seguidamente de
la zona seleccionada de cada bloque donante
se realizaron 2 cortes de forma separada y
sucesiva con un trocar de 1 mm de diametro,
insertando cada cilindro en el bloque receptor
de acuerdo a la plantilla de localizacion. Al
culminar todos los bloques receptores la
consolidaciéon y homogeneizacion se realizd
mediante calor en estufa a 452 grados
centigrados por 3 minutos. En total se
construyeron cinco TMAs.

Técnicainmunohistoquimica

La determinacion de los marcadores
previos y de las CKs en estudio se realizo, por
el método de estreptavidina -biotina -
peroxidasa con el sistema inmunon de la casa
comercial respectiva (Dako/ Invitrogen) con
los anticuerpos, clones, dilucion y marcaje
detallados (Cuadro 1).

De las TMAs se realizaron secciones
de 3 um que se llevaron a estufa a 60 2C por 2
horas, se desparafinaron y deshidrataron con
xylol y alcohol en concentracién decreciente
(100, 95, 70 %). La recuperacién antigénica se
realizé en la solucién Retrieval en bafio Maria
por 40 minutos a 95-99 °C. El bloqueo de la
peroxidasa, se realizd con 1 gota de perdxido
de hidrégeno al 3 % en metanol por 10
minutos. En cdmara humeda se agregd 1 gota
del anticuerpo primario a temperatura
ambiente que se dejé por 1 hora, luego se
colocod 1 gota del anticuerpo secundario

marcado por 30 minutos. Se reveld la reaccion
enzimatica con 3' 5' -diaminobencidina,
agregando 1 gota del cromdgeno entre 5a 10
minutos. Entre cada paso se lavaron las
preparaciones 3 veces con buffer PBS a pH
7.4. Se realizd la coloracién con HE vy el
montaje.

Seguidamente cada cilindro de las
TMAs fue analizado microscopicamente. Los
tumores se consideraron positivos ante la
coloracion marrén dorada del citoplasma. De
acuerdo a la extensién de la tincién en las
células tumorales la expresion fue focal
cuando las células positivas estan aisladas en
pequeiios grupos o dispersas y son menos o
igual al 50 % y difusa cuando mas del 50 % de
células neoplasicas son tefiidas (19). Se
capturaron imagenes con una camara marca
Labophot’, incorporada al microscopioy a una
computadora Pentium E 3300 de 2 GB de
memoria RAM con un monitor Samsung de 32
pulgadas. Todos los datos recogidos se
anotaron en un instrumento disefiado para tal
fin.

.

menos de 5 sujetos (casos). La evolucion
clinica se valoré mediante la recurrencia
tumoral y la supervivencia global. El estudio
de la supervivencia se realizd mediante el
método de Kaplan-Meier y el ajuste de
modelos de regresion de Cox. Se consideraron
significativos valoresde P<0,05.

RESULTADOS

Se logrdé obtener la edad de los 149
casos, la edad media de las mujeres para el
momento del diagndstico fue 51,32 afios con
un rango de 65 afos (24-89 afios) y una
desviacion estandar de 11,34 aifos. De la
totalidad de las mismas mas de 59 % tenian
edad menor o igual a 50 afios. Clinicamente
mds del 70 % se presentaron con un tumor
entre 2 y 5 cm y un plastréon axilar, 60,40 %
resultaron localmente avanzados.

Al evaluar en los tumores la
expresion del RE, RP, Her-2, mas de 50 %
expreso RE, menos del 50 % RP y mas del 28 %
Her-2.

Cuadrol
Anticuerpos monoclonales previos y en estudio (clon. dilucion. fuente e inmunomarcaje
Biomarcador Clon Dilucion Fuente Localizacion
del marcaje

RE ID5 1:100 Dako Nuclear
RP PgR 636 1:100 Dako Nuclear
Her-2 CerbB2 1:250 Dako Membrana
Ki67 MIB-1 1:100 Dako Nuclear
p53 D07 1:100 Dako Nuclear
Bel2 124 1:100 Dako Membrana
Ck5/6 D5/16B4 Prediluido Invitrogen Citoplasma
Ck8 35pHI1L 1:50 Dako Citoplasma
Ckl18 DC10 1:50 Dako Citoplasma
p73 p73-9F7 1:25 Invitrogen Nuclear
CD10 56C6 1:80 Dako Nuclear
EGFR H11 1:200 Dako Membrana

Analisis estadistico

El analisis e interpretacién de los
resultados se realizé a través del programa
SSPS/PC versién 17. El estudio descriptivo, se
realizo utilizando para las variables
cuantitativas las llamadas tendencias
centrales (media) y medidas de dispersién
(desviacion standard) como para las
cualitativas el numero absoluto y frecuencia
(porcentaje). La asociacidn entre variables se
analizé con la prueba de Chi cuadrado (X°) y el
test exacto de Fisher para las muestras con

El tiempo de seguimiento varié de
18 a 72 meses para las pacientes no fallecidas
(vivas).

La recurrencia de la enfermedad
que se presentd en un 19,46 % de los casos se
observé en promedio a los 11,05 meses con
rango de 19 (16-35). La supervivencia global
(SG) media fue de 40,34 meses, con rango de
54 (18-72) y una desviacion tipica de + 12,44
meses. Un 12 % fallecieron a lo largo del
seguimiento por la neoplasia (Cuadro 2).



Cuadro 2

Caracteristicas generales de los casos en estudio

Caracteristica

n

o
©

De la evaluacion de la expresién del
RE, RP y Her-2 de acuerdo a los subtipos del
carcinoma de mama, se establecio que 61,73
% de los tumores eran luminales, mas del 20 %
TNycasil5%Her-2+.

La proteina p53 se expreso en casi la
mitad de los tumores luminal Ay en mas de la
mitad de los luminal B. No obstante menos de
la mitad de los tumores Her-2+ y TN
expresaron la misma. Asimismo se observd

2 aiio: < 73 . . ,
Gruporerania {afias) 1{20 ﬁ jgm que la proteina Bcl2 se expresé en la mayoria
— 1-65 43 1885 El p53, Bcl2 y Ki-67 se expresaron en de los tumores luminal A, mientras que en el

dad de los lJﬂCJEHTQS . . R .

(punto de corte) <50 aiios 89 5073 todos los subtipos de forma variable. El resto de los subtipos el porcentaje de casos
> 50 ai 60 4026 . . . . .

Estadio clinico TNM e ’ marcaje del Ki-67 se aprecié enun 92,15% de  que inmunomarcaron la misma fue menor. No

(AJEG 2003) I 190 1275 los tumores luminal A, 82,92 % de los luminal ~ se aprecid significancia estadistica de la
Tla 0 2684
u}, sg 3557 B,94,28 % delosHer-2+y 94,28 % de los TN. expresion de p53 con los subtipos, perosidela
Tla 536 ., . .
b 26 1744 expresion Bel2 enlos subtipos luminal By A.

3 203 . ,

o e E 20 De acuerdo al porcentaje de nucleos

inmunohistoquimica  RE 81 5436 tefiidos con el Ki-67, se observé que en los Al evaluar la inmunotincién de las Cks
RP 73 48,99
Her-2 43 2885 tumores luminal Ay B un 60,78 % (31/51) y (Figura 1) en estudio en las secciones
Ki-67 134 89,93 . . ;. z
p_,-'f 71 4765 39,02 % (16/41) respectivamente expresaron histolégicas de los TMAs, se observé un
e = o indices de proliferacién bajos o intermedios,  porcentaje de casos no valorables por su
EL; B ;;02 mientras que un indice de proliferacion alto se desgaste que oscilé entre 9,39 y 12,75 %

kS 119 86 , i .

Ck18 95 6373 observé en mayor nimero de casos en los correspondientes a la Ck18 y Ck7. La Ck5/6 se

Subrtipo melecular Luminal A 51 3422 : .z . . .
Luminal B 4l 2751 luminal B, como también en los subtipos Her- observo en todos los subtipos,
IT'[i}":* i% {fi‘; 2+y TN enun 43,90 % (18/41),31,81% (7/22) particularmente en los tumores TN el
N K~ pa K

Recurrencia Si 29 1946 y 45,71 % (16/35) respectivamente. Se porcentaje de casos que inmunomarcé la
No 120 8053 , o . s .

Eststisal fiiisin observd asociacion estadistica significativa proteina fue mayor que en el resto, aunque no

b e s h entre los subtipos luminal B y Her-2+ con  en todos los TN ocurrié el marcaje de la

Fuente: Datos propios de la investigacién. n= 149

Facil Automatizacion

Un gel en so6lo 45 minutos: aproximadamente
un resultado de analisis de seroproteinas
por minuto.

Cémara de Migracion Seca con Temperatura
controlada.

Alta Eficacia en el control de la temperatura
por Peltier.

Cémara de migracion unica en su tipo,

con 2 0 3 electrodos.

Facil interpretacion de los resultados.

Para electroforesis de:

indices de proliferacién alto mas que con TN.

/ﬂ/bm-?
Electroforesis Totalmente Automatizada
Gel de Agarosa

Reporta lo que usted ve, combinando la
inspeccion visual del gel y el grafico.
Minimiza las pruebas de inmunofijacion
innecesarias, Maximiza las pruebas de
primera linea negativa utilizando el
ESTANDAR DE ORO: Electroforesis en
gel de agarosa.

Portamuestras desechables.

Sistema de electroforesis automatizado
mas pequefio en el mundo.

misma, hecho que diferencid a estos tumores
en TN basal (TNB) encontrando un caso, de

Seroproteinas; Lipoproteinas; Hemoglobinas; Proteinas Urinarias y SDS;
Inmunofijacion; Isoelectroenfoque de LCR y ai- AT

Ideal para laboratorios
pequenos y medianos

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




TN no basal (TNnB) por falta de su expresion.
La Ck7 inmunomarco practicamente en casi
todos tumores de cada subtipo.

S

Figura 1. Imagenes microscopicas: a. Ck5/6
(200x), b. Ck5/6 (100x), c. Ck5/6 (100x), d. Ck8
(200x), e. Ck8 (100x), f. Ck8 (100x), g. Ck18
(200x), h. Ck18 (100x), i. Ck18 (100x). Fuente.
Imagenes de lainvestigacion.

La expresion de la Ck8 se observo en
todos los luminal A, 97 % de los luminal B, 94
% de los Her-2+,y 60 % de los TN. Asimismo se
observé marcaje de Ck18 enla totalidad de los
luminal A, 86 % de los luminal B, y en un 67 al
51 % en los Her-2+ y TN respectivamente
(Cuadro 3).

Cabe destacar que al prestar atencion
en cuanto al subtipo y aspecto clinicos como
laedady estadio, se observé que las pacientes
con tumores TN son mas jévenes, y la edad
media es inferior a 50 afios en relacién a los
otros subtipos, mientras que en aquellas con
tumores luminal A, la edad media fue
obviamente superior, encontrando diferencia
significativa entre los tumores luminal A con
losHer-2y TN, y entre los tumores luminal By
TN en relacion con la edad media. Igualmente
se hallé que mas de la mitad de los casos
clasificados estadio Il correspondieron a
tumores luminal (A, B) y los estadio Ill a Her-
2+y TN, encontrando asociacidn significativa
entre los estadios Il y Il respectivamente con
los subtipos luminal (A, B) y Her-2+y TN.

Al evaluar la evolucion clinica de los

casos, se observd que la media del
seguimiento fue de 47, 45, 29,77 y 32 meses
de acuerdo a cada subtipo tumoral. Durante
el tiempo de seguimiento se identificaron 29
casos con recurrencia de la enfermedad,
correspondiendo los mismos a aquellos con
tumores del subtipo luminal A, Her-2+y TN, el
andlisis demostré diferencia estadistica
significativa entre los subtipos (P= 0,016). El
intervalo libre de enfermedad por subtipo fue
de 34, 20 a 34 y 15 a 29 meses
respectivamente (luminal A, B, Her-2+, TN). El
sitio de recurrencia mas frecuente fue
pulmoén seguido de la piel cercana a la cicatriz
la mayoria se observaron en los pacientes con
tumores TN y Her-2+ (Cuadro 4), en particular
en el caso TNB la recurrencia ocurrié en
ganglios axilares a los 22 meses. La
supervivencia global (SG) de la poblacion en
estudio a 50 meses fue estimada en mds de 85
%.

No obstante se aprecié que para el
mismo periodo de tiempo para los pacientes
con carcinomas luminal la supervivencia fue
de 98 % a 100 %, presentando mejor
supervivencia aquellos con tumores luminal A
que B, mientras que para los pacientes con
tumores Her-2+y TN la misma fue de 60 %.
Asimismos al estimar el seguimiento a 72
meses se aprecio que la SG se hace menor
para los pacientes con tumores TN que para
aquellos con otros subtipos. En el caso del
tumor TNB, la SG fue alin mas corta y fallecio
a los 36 meses del diagndstico de la
enfermedad. Por otra parte la supervivencia
global media fue de 70 + 2 meses para los
luminal A; de 71 £ 1 meses para los luminal B;
de 46 + 2 meses para la clase Her-2+y 41 + 2
meses paralos TN (P<0,000)

DISCUSION

La edad media de 51,32 afios de las
pacientes, es muy similar al estudio de
Cheang (14) y cercano al de O'Brien (24) que
refirid la misma alrededor de los 50 afios,
hallazgo que difiere de los trabajos de Reigosa
(18) y Arrechea (25) donde fue reportada en
49,62y 59,8 afios.

Cuadro 3. Expresion de marcadores en estudio Ck5/6, Ck7. Ck8, Ck18 segtin subtipo molecular

Inmunomarcaje Luminal A Luminal B Her-2+
n (%) n (%) n %) n (%)
Ck5/6 Positivo 3(652) 2(5,71) 3(15) 5(15.62)
Negativo 43 (9347) 33(94.28) 17 (85) 27 (84.37)
Total 46 (34.58) 35(26.31) 20 (14.49) 32(23.18)
Ck7 Positivo 22(50) 21(61.74) 16(84.21) 20(90.90)
Negativo 22(50) 13(38.23) 3(15.78) 12(54.54)
Total 44(36.97) 34(28.57) 19(15 96) 22(18.48)
Ck8 Positivo 45 (100) 37 (97.36) 18 (94.73) 19 (61.29)
Negativo - 1(2.63) 1(5.26) 12 (38.70)
Total 45 (33.83) 38 (28.57) 19 (14.28) 31(23.30)
Ckl8 Positivo 42(100) 31 (86.11) 13 (61.90) 17 (51.51)
Negativo - 5(13.88) 8(38.09) 16 (48 48)
Toral 42GLID 36 (26.66) 21 (15.55) 33(24.44)
Fuente: Datos propios de la investigacion.
S
Cuadro 4
Anlisis del patrén de recurrencia de la enfermedad segun el subtipo molecular
Recurrencia Luminal A Luminal B Her-2+ N P
n° (%) n°® (%) n°® (%) n° (%)
Aparicion®
Media 35 - 2411 21,75 0.0160
Rango - - 21-35 16-30
Sintomatologia Nédulos = < 5(62.5) 7(35)
Disnea 1(100) = 2(25) 6(30)
Tos - - 1(12.5) 3(15)
Dolor - - - 2(10)
Ninguna - - - 2(10)
Total 1(3.44) 8(27.58) 20(68.96) 0.0000
Ubicacién Piel = = 5(62.5) 420
G. axila - - - 3(15)
Pulmén 1(100) - 3(37.5) 9(45)
Higado - - - 2(10)
Hueso - - - 2(10)
Total 1(3.44) - 8(27.58) 20(68.96) 0.0000

Fuente. Datos propios de la investigacién. *Expresado en meses

»
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En este estudio se observo
predominio del subtipo luminal, con una
proporcién mayor a favor de los luminal A,
hallazgo que si bien es similar en la
distribucidén a lo descrito en los estudios de
Carey (19), Ihemelandu (26), Matos (27),
Pifiero (28) y Salhia®(29) difiere con los
mismos en la proporcion de la totalidad de
casos luminal y sus subtipos (A y B). En los
estudios citados las frecuencias oscilaron
para los carcinomas luminal entre 64,5y 75,6
%, como para el subtipoAentre 47,9al 57,6 %
y para el subtipo B entre 6,9 al 11,6 %,
diferencias que se acenttdan aun mas por el
porcentaje obtenido de 27,5 % para los
ultimos en el presente, aunque al respecto
con los analisis de Mufioz (30) y O'Brien (24)
se encontré similitud con este hallazgo.

El porcentaje de tumores Her-2+ de
14,8 %, que resulté similar a lo descrito por
Mufioz (27) y Arrechea (25) fue disimil al
estudio de Jorge (31) y Ramirez (32) por un
porcentaje menor y variable entre 5,6 % vy
13,3 %.

En relaciéon con los tumores TN la
proporcién de 23,5 % aunque es comparable
con lo sefalado por Carey (19) y O'Brien (24),
difiere notablemente del 3 % al 15 % de lo
reportado en el resto de la literatura y
encontrado en paises desarrollados. No
obstante, es de resaltar que las poblaciones
abordadas en las citadas investigaciones esta-
ban conformadas por mujeres afroame-
ricanas e hispanicas, que si bien son
consideradas por separado parecidas a
nuestra poblacién en la literatura, hay que
admitir que el mestizaje eslomascomunen la
misma.

En el presente el marcaje del Ki-67
predominante en los TN y Her-2+ difiere de lo
reportado por Jorge (28). Sin embargo, la
expresion en un porcentaje del subtipo
luminal A que llamé la atencién no difirid de la
publicaciéon de Munirah (10). Por otra parte
cuando se valora el porcentaje de nucleos
tefiidos los tumores luminal B expresaron un
indice de proliferacidn celular mas alto (> 25
%) que los luminal A, hallazgo también
presente en los subtipos Her-2+, TNnBy TNB,
aspecto que coincide con lo sefialado por
otros estudios (26,30).

La expresion de p53 en los luminal Ay
B fue similar al estudio Cheang (14) y distinto

al de Pifiero (28). En tanto en los TN y Her-2+
el resultado no difiri6 de andlisis de otras
publicaciones (9,31). En este estudio el
porcentaje de casos que expreso la proteina
Bcl2 en los luminal A y B fue similar a lo
sefialado por Arrechea (25) y en los Her-2+y
TN la proporcidn de casos fue relativamente
mas bajo comparado con los otros subtipos,
resultado que difiere de lo publicado por
Jorge (31) y al respecto se concuerda en que
los TN mas que los Her-2+ muestran una
elevada expresion de la proteina p53.

Las Ck8y Ck18 se expresaron en todos
los tumores luminal Ay en los luminal B en la
mayoria, y aunque también se aprecio en los
Her-2+ y TN, la explicacién pudiese tener
fundamento en el origen de las células
primitivas con potencial de diferenciacién
dual y predominio de un linaje (16). Por otra
parte la Ck5/6, se expresé en muy pocos
tumores del subtipo luminal A, B y Her-2+
pero en un 15,62 % en los tumores TN,
hallazgo que difiere notablemente del rango
entre 50 % a 80 % de lo encontrado en algunas
publicaciones (14,18).

Consecutivamente al subtipo tumoral
es posible mencionar que los resultados
obtenidos parecen confirmar que hay
diferencias importantes entre los inmuno-
fenotipos considerados de la literatura
(7,8,11,12,19,27,28,34) de tal forma que la
clasificacién mediante los biomarcadores
moleculares expuestos permitiria discernir
formas con diferente prondstico que
ciertamente esimportante conocer ante cada
caso con laenfermedad.

Finalmente, se puede argumentar
que este estudio mostré de los tumores de
mama un retrato molecular no conocido y
heterogeneidad en los subtipos moleculares
por porcentajes de expresiéon muy variados
para los marcadores moleculares analizados
(17,32), destacandose un patron de expresion
proteica que difiere de lo publicado hasta hoy
(16,28,14), y que pudiese ser el punto de
partida para explicar y/o comprender los
hallazgos clinicos en nuestras pacientes.

Todo lo anterior nos lleva a concluir lo
siguiente:

-El analisis en conjunto de los biomarcadores
moleculares en este estudio proporciona una
mejor definicion de cada tumor para

completar el diagnostico de la neoplasia
(perfil IHQ).

-El perfil de moléculas proteicas expresadas
(perfil IHQ) y los inmunofenotipos
resultantes proporcionar aproximaciones al
comportamiento tedrico del tumor y por
tanto al prondstico de las afectadas con
estratificaciones reales de riesgo adicional
para los sistemas de clasificacion utilizados en
la actualidad, aunque se reconoce la
necesidad de otros estudios.
-Definitivamente se han expuesto otras
moléculas proteicas claves en la naturaleza
maligna del tumor que influyen en la
caracterizacion molecular y que no eran
conocidas en nuestra poblacion afectada.
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Heterogeneidad en los fenotipos inflamatorios
de los pacientes con EPOC: rol del recuento celular diferencial en esputo
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El tabaquismo es la principal causa
de la EPOC, sin embargo, factores como la
edad de diagndstico, la historia previa de
asma, exacerbaciones, predisposicion
genética y otros influirian en el desarrollo de
la enfermedad. Esto estaria relacionado con
los fenotipos de pacientes con EPOC, los
cuales tendrian diferentes respuestas a los
corticoides inhalados. Pensando en la
hipotesis de que la presencia de eosindfilos
en esputo podria constituir una estrategia
para diferenciar fenotipos de pacientes con
EPOC, en el presente trabajo evaluan los
perfiles celulares inflamatorios en muestras
de esputoinducido en pacientes con EPOC no
exacerbados. El esputo inducido es una
técnica no invasiva, econdmica, que
representaria una herramienta util para
conocer los diferentes fenotipos inflama-
toriosen pacientescon EPOC.
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Resumen

El tabaquismo es la principal causa de
la EPOC, sin embargo, factores como la edad
de diagnéstico, la historia previa de asma,
exacerbaciones, predisposicion genética y
otros influirian en el desarrollo de la
enfermedad. Esto estaria relacionado con los
fenotipos de pacientes con EPOC, los cuales
tendrian diferentes respuestas a los
corticoides inhalados (Cl). Recientemente, ha
sido propuesto que los eosindfilos serian
potenciales biomarcadores predictores de
buena respuesta a los Cl. Con la hipdtesis de
que la presencia de eosindfilos en esputo
podria constituir una estrategia para
diferenciar fenotipos de pacientes con EPOC,
evaluamos los perfiles celulares inflamatorios
en muestras de esputo inducido en pacientes
con EPOC no exacerbados. Para esto, se
reclutaron 20 pacientes con EPOC moderado
a severo que concurren al gimnasio de
rehabilitacion respiratoria, los cuales fueron
agrupados en eosinofilicos (n: 8, cuando
presentaron mas de 3% de eosindfilos en la
muestra de esputo inducido) o no eosino-
filicos (n: 9). Se descartaron 3 muestras por
contaminacién con células epiteliales. Si bien
no se observaron diferencias significativas en
los test de funcién pulmonar o de marchade 6
minutos, los pacientes con eosinofilia
presentaron ligeramente mayor rever-
sibilidad luego del broncodilatador. Ademas,
tuvieron mayor eosinofilia periférica,
mayores valores de FeNO y mejor calidad de
vida (medida por cuestionarios) que los
pacientes no eosinofilicos. El esputo inducido
es una técnica no invasiva, econémica, que
representaria una herramienta util para
conocer los diferentes fenotipos inflama-

torios en pacientescon EPOC.

Palabras clave: esputo inducido, EPOC,
eosindfilos, fenotipos, corticoides inhalados.

Introduccion

La enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC) tiene alta morbimortalidad,
por lo que constituye un verdadero desafio
para médicos e investigadores. La Organi-
zacién Mundial de la Salud ha revelado que en
el afio 2030 la EPOC seria la tercera causa de
muerte en el mundo (1). La calidad de vida de
estos pacientes se ve gravemente afectada,
especialmente en estadios avanzados (2),
esto se asocia con una elevada carga
econdmica para el sistema sanitario. La Unidn
Europea ha dado a conocer que los costos
directos totales de las enfermedades
respiratorias serian aproximadamente del 6%
del presupuesto total de salud y que la EPOC
representaria el 56% (3). En Espafia, el costo
directo total de la EPOC estimado durante el
afi0 2012 fue de 4.169,81 millones de euros’.

El principal factor de riesgo rela-
cionado con el desarrollo de esta enfermedad
es el cigarrillo (5), sin embargo, se ha
descripto que existirian otros factores que
influyen en su evolucion. Dentro de estos, se
encuentran la edad, historia previa de asma
bronquial, predisposicién genética e
infecciones respiratorias (6-9). En adicion a
esto, factores del medio ambiente u
ocupacionales, tales como la exposicion a
biomasa o a inhalacién de determinadas
sustancias, podrian incrementar el riesgo de
padecer EPOC (10, 11).

La EPOC se caracteriza por limitacion
persistente del flujo aéreo, que progresa



asociado a la inflamacién de la via aérea
generada por la exposicion a noxas o gases.
La severidad de la enfermedad en cada
paciente estd dada por las exacerbaciones y
comorbilidades (12). La inflamacién crénica
puede causar remodelacién de la via aérea e
incluso destruccién del parénquima
pulmonar que altere su funcionalidad (13).
Las exacerbaciones usualmente requieren
visitas no programadas que en ocasiones
incluyen internacion del paciente ya sea por
el empeoramiento de los sintomas
respiratorios, infecciones o eventos
cardiovasculares, etc. En estos pacientes, las
exacerbaciones conducen a un empeo-
ramiento de la calidad de vida, un
incremento de la severidad de la enfer-
medad, acompainado de una reduccién de la
expectativa de vida (14).

En virtud de heterogeneidad de la
presentaciéon clinica de la EPOC, se ha
propuesto la estratificacion de los pacientes
de acuerdo a marcadores clinicos y
bioldgicos. Estos incluirian la potencial
respuesta farmacoldgica a los corticoides
inhalados y la presencia de eosinofilia en las
vias respiratorias. Algunos autores sugieren
que los niveles de eosinofilia periférica
podrian ser utilizados como biomarcadores
que contribuyan a determinar su respuesta
(15).

Se ha demostrado previamente que
mas del 30% de los pacientes con EPOC
presentarian eosinofilia periférica (16). Mas
aun, se ha descripto un incremento de la

eosinofilia durante las exacerbaciones en
pacientes con EPOC moderado o leve, lo que
mostré valores en esputo mayoresal 3%y en
sangre periférica mayores al 2% (17). De esta
manera, la eosinofilia podria constituir un
biomarcador predictor de las exacerba-
ciones, asi como la identificacion de
potenciales respondedores al tratamiento
con corticoides inhalados (18, 19). Si bien los
eosinofilos en esputo parecerian ser mejores
predictores que los eosindfilos periféricos, la
técnica de esputo inducido no es una
practica habitual ya que requiere personal
altamente entrenado, infraestructura espe-
cial y procesamiento inmediato. Ademas, se
ha propuesto como biomarcador subrogante
de la inflamacién eosinofilica durante las
exacerbaciones en EPOC, la determinacion
de la fraccion de o6xido nitrico en aire
exhalado (FeNO) (20, 21). Se ha sugerido que
los valores de corte de FeNO para pacientes
con asma serian mayor de 50 ppb, sindrome
de overlap Asma-EPOC entre 25 y 50 ppb y
para los pacientes con EPOC menor de 25
ppb (22). A partir de estos valores, segun la
Sociedad Americana de Térax (ATS-2011),
los pacientes con EPOCy FeNO menor de 25
ppb no tendrian una fuerte recomendacion
para recibir corticoides inhalados, mientras
que los pacientes con FeNO entre 25 y 50
deberian ser manejados a criterio del
neumondlogoy finalmente los pacientes con
FeNO mayor a 50 tendrian indicacion de
corticoidesinhalados (23, 24).

Dado que la medicion del FeNO no
es una practica habitual en la mayoria de los

centros de salud por falta de disponibilidad,
por su elevado costo y su cuestionada
especificidad; nosotros hipotetizamos que la
presencia de eosindfilos en esputo podria
constituir la mejor estrategia para
diferenciar los fenotipos de pacientes con
EPOC.

El objetivo es evaluar el rol del
recuento celular diferencial en el esputo
inducido para evaluar la presencia de
diferentes fenotipos de pacientes con EPOC
estables.

Materiales y métodos

Disefo: Estudio prospectivo en pacientes
con EPOC moderado a severo GOLD D
(definido por espirometria y
exacerbaciones) que concurren al gimnasio
de Rehabilitacion Respiratoria del Hospital
Britanico de Buenos Aires.

Pacientes: Todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado que conto con la
evaluacion y el aval del comité de revisidn
institucional del Hospital Britdnico. A los
pacientes reclutados, se les realizé6 una
prueba de esputo inducido para evaluar el
perfil celular inflamatorio. Solo se incluyeron
pacientes que no hubieran exacerbado en
las cuatros semanas. Se incluyeron pacientes
mayores de 40 afios del servicio de
Neumonologia del Hospital Britanico, que
firmaron el consentimiento informado y que
tuvieron diagnodstico de EPOC conforme los
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criterios de las Ultimas guias GOLD 2015, que fueron ex tabaquistas o
tabaquistas de al menos 10 paquetes/afio, que tuvieron una relacion
FEV1/FVC<0.7 y FEV1 menor del 70%. Se excluyeron pacientes que
presentaron sintomas de exacerbacion de EPOC o eventos
cardiovasculares en las 4 semanas previas a la incorporacién al
estudio y pacientes con enfermedad pulmonar intersticial difusa,
enfermedades neoplasicas, vasculitis, con compromiso pulmonar,
enfermedades renales cronicas, cirrosis hepdaticas, enfermedades
sistémicas no controladas (diabetes, hiper/hipo-tiroidismo,
enfermedad cardiovascular activa), bronquiectasias con infeccidn
aguda en las ultimas 4 semanas o fibrosis quistica y pacientes con
diagndstico de neumonia.

Cuando el paciente fue incluido en el estudio, realizo el
cuestionario (CAT), la determinacién del FeNO, espirometria (con la
suspension del tratamiento inhalatorio 24 hs previas al estudio) y
finalmente se indujo el esputo. Se solicitd una muestra de sangre
para hemograma y determinacién de la proteina alfa-uno antripsina
que se realizé en la misma semana del resto de las determinaciones.

Induccion del esputo: Se procedié de acuerdo al protocolo
previamente estable-cido (25). Brevemente, se obtuvieron los plugs
de moco, obtenidos con una pinza a partir de muestras frescas, se
resuspen-dieron en DTT al 0.1% durante 20 minutos en agitacién, se
realizé una citocentrifugaciéon a 300 RPM durante 5 minutos, las
muestras se fijaron y se realizé una coloraciéon de May Grundwald-
Giemsa. Se realizaron hasta 3 nebulizaciones con solucién salina
hiperténica durante 5 minutos, controlando que el FEV1 no
descendiera mas del 20% segun lo indicado en el esquema mostrado
en la Figura 1. Se utilizé solucidn salina hiperténica que varid su
concentracion en un rango de 0.9 a 3.0%, segun al valor del FEV1 de
cada paciente. Las muestras se procesaron con dithiotreitol (DTT) al
0.1% y se centrifugaron para realizar el recuento diferencial. Se
descartaron las muestras que presentaron mas del 5% de células
epiteliales (26).

Se consideré como criterio para clasificar los pacientes de
acuerdoalacelularidad:
Determinacion de los niveles de FeNO: Se midieron los niveles de
oxido nitrico en aire ex-halado mediante la utilizaciéon del equipo
NIOX MINO (Aerocrine).

Determinacion de los niveles de la proteina alfa-uno: Se dosaron
muestras de una gota de sangre seca en papel por nefelometria
cinética con un valor de corte correspon-diente a 100 mg/dL de 1.8
mg/dL.

Test de funcion pulmonar: Todos los pacientes fueron sometidos a
test de funcion pulmonar (TFP) que incluyd espirometrias y la
capacidad de difusién de mondxido de carbono (DLCO) realizados de
acuerdo a las recomendaciones de la ATS/ERS. Para las mediciones
de TFP, se utilizdé un equipo de volumen constante (Platinum Elite DL,
Medical Graphics Corporation). Los valores normales predichos
fueron referidos a los de Crapo.

Estos fueron realizados el mismo mes en que se tomd la
muestra de esputoinducido (27,28).

Q.

Figura 1. Esquema de induccion del esputo.
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Figura 1. Esquema de induccion del esputo.

Andlisis de los datos: Los resultados se analizaron mediante test no
paramétricos utilizando el software Graph-Pad PRISM-5 (Graph Pad,
LaJolla, CA). Para la estadistica descriptiva, se informaron las medias
y el desvio estandar. Para comparar las diferencias entre dos grupos,
se utilizd el test de Mann Withney y cuando se compararon los
resultados de tres o mds grupos, se utilizo el test no paramétrico de
Kruskal Wallis y el test de comparaciones multiples de Dunn. Se
considero estadisticamente significa-tivamente una p <0.05.

Resultados
Poblacién estudiada

Se reclutaron 20 pacientes, de los cuales 17 fueron hombres;
un paciente fumador activo y el resto exfumadores (con mas de un
afio sin fumar) con una carga tabaquica de 53.3 + 7.3 paquetes/afio.
Los pacientes se agruparon de acuerdo al recuento celular
diferencial en las muestras de esputo inducido tal como se observa
en la Figura 2, tres muestras fueron excluidas por contaminacion con
células epiteliales. Si bien la mayoria de los pacientes fueron
nebulizados con solucidn salina hipertdnica al 3%, en cuatro de ellos
se utilizé solucidn salinaal 0.9% por presentar FEV1 menorde 1L.

Dado que el esputo inducido constituye una técnica
minimamente invasiva, reproducible, validada y segura en pacientes
con enfermedad pulmonar crénica tanto estables como
exacerbados; la misma se utilizd para evaluar la heterogeneidad en
los perfiles celulares inflamatorios de 17 pacientes con EPOC (29,
30). Esto permitid organizar los pacientes en 2 grupos: eosinofilicos y
no eosinofilicos (Tabla 1). En la Figura 3 se observan imagenes
representativas de los patrones encontrados en nuestros pacientes.

Caracteristicas de los diferentes fenotipos de pacientes con EPOC

El grupo de pacientes no eosinofilicos presentd en promedio
mayor carga tabaquica que los pacientes eosinofilicos; sin embargo,
estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas
(91.9 £ 22.4vs54.3 £11.7 paquetes/afio; p = 0.28). Los dosajes de
al-antitripsina mostraron que todos los pacientes estuvieron dentro
delanormalidad.

Como antecedentes de relevancia, se observé que todos los
pacientes eosinofilicos refirieron rinitis, mientras que en los
pacientes no eosinofilicos, sélo dos de ellos (100.0% vs 22.2%
respectivamente).
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El tratamiento de mantenimiento para los pacientes incluyd
corticoides inhalados (flutocasona o budesonide), broncodilatadores
de rapida accion (SABAs y SAMAs), LABAS y broncodilatadores de
ultrarapida accion ultra-LABAs: indicaterol) y antimuscarinicos
(tiotrapio y glicopirronio). Ambos grupos recibieron similares
tratamientos dada la severidad de su enfermedad (Tabla 2). Dos
pacientes del grupo eosinofilico, ademas, recibieron tratamiento con
corticoides orales (meprednisona) y otros dos corticoides intranasales
(furoato de mometasona).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en los parametros de funcion pulmonar de ambos grupos de pacientes
(eosinofilicos vs no eosinofilicos), aunque se observd un ligero
incremento de la reversibilidad en el grupo de pacientes eosinofilicos
(Tabla 3). Tampoco se observaron diferencias en la difusién (DLCO), ni
en los metros recorridos en el test de marcha de 6 minutos. Sin
embargo, la evaluacion de los datos recogidos del test de impacto del
CAT que mide el bienestar y calidad de vida desarrollado
especificamente para pacientes con EPOC (COPD Assessment Test:
CAT), mostro que los pacientes no eosinofilicos tienen peor calidad de
vida respecto de los pacientes eosinofilicos (17.7+ 3.8 vs 10.3£0.66).

S

Figura 2. Algoritmo de pacientes en funcién del recuento celular
diferencial.

Pacientes con
EPOC

N=20
B =
< >
Muestras de Muestras de
esputo esputo no
representativas representativas
N=17 N=3
Pacientes Pacientes
Eosinofilicos No eosinofilicos
(mas del 3%) (mas de 60%)
N=8 N=9

.

TABLA 1. Pacientes organizados por el perfil celular inflamatorio del
esputo

Grupo Grupo Valores de Valores de
Eosinofilicos No eosinofilicos referencias referencias
n=8 n=9 sujetos sanos® EPOC*
Edad (afios) 67.1+26 72719
Ne de hombres 5 9
N° de mujeres 3 o]
Indice de masa corporal (kg/m?) 295 + 35 272+ 21
Recuento diferencial
Magcrofagos (%) 21.8 £ 8.65 10.01 + 2.85 66.0 + 165 16.9 + 14.4
Linfocitos (%) 024 £0.15 064 +04 3.0+26 07+08
Neutréfilos (%) 5844 + 1113 86.18 £ 29 231+ 148 789 + 164
Eosindfilos (%) 1723 =778 117 = 0.26 0.008 = 0.03 13226
Células epiteliales (%) 241 £ 083 1.72 + 0.49 50+05 21+ 45

Mediadores inflamatorios: comparacion de ambos grupos

Se observd que tanto los pacientes eosinofilicos como los no
eosinofilicos presentaron mas del 2% de eosindfilos en sangre
periférica. Sin embargo, los valores fueron mayores en las muestras de

los pacientes con eosinofilia en esputo comparados con los pacientes
no eosinofilicos (635.4 + 111.1 eos/mm’ que equivalena5.8 + 1.3% vs
435.0 % 35.5 eos/mm’ correspondientes a 4.0 £ 0.7%). Segln el test de
Mann Whitney, estas diferencias no resultaron estadisticamente
significativas (p = 0.07). También se observé que la cantidad de
eosinofilos en esputo se correlaciond positivamente con la cantidad de
eosinofilos ensangre (rde spearman= 0.52; p=0.1).

Los pacientes eosinofilicos mostraron un ligero incremento en
los niveles de FeNO respecto de los pacientes no eosinofilicos (43.5 £
25.5vs21.3+1.2 ppb;p=0.7).

S

Figura 3. Celularidad en las muestras de esputo inducido. Se observa
la foto del esputo fijado y tefiido con May-Grunwald-Giemsa (400x).
A) Muestra eosinofilicay B) Muestra neutrofilica.
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TABLA 2. Tratamiento de mantenimiento en los pacientes con EPOC

Grupo Grupo
Eosinofilicos No eosinofilicos
n=8 n=9
Tratamiento
Corticoides inhalados 6 7
LABAs 3 7
Ultra-LABAs 0 1
Anti-muscarinico 4 3

Discusion

La EPOC es una enfermedad que puede presentar diferentes
fenotipos. Esta heterogeneidad se pone en evidencia con las
diferentes respuestas a los tratamientos farmacolégicos (26). Si bien
numerosos trabajos se han centrado en definir estos fenotipos, no
existe un consenso validado que los agrupe y clasifique, sin embargo
se identifican entre ellos la bronquitis, el enfisema, los exacerbadores
frecuentes, la sobreposicién asma-EPOC y la EPOC con
bronquiectasias (27, 28). Comprender las distintas presentaciones
clinicas asociadas al perfil inflamatorio particular de cada paciente
podria contribuir a determinar estrategias personalizadas de
tratamiento.

Recientemente las guias emitidas en conjunto por la iniciativa
global del manejo de la enfermedad obstructiva crénica (Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease: GOLD) y la iniciativa
global de asma (Global Initiative for Asthma: GINA); han definido al



fenotipo de sobreposicion asma-EPOC como ACOS (29, 30). Este ®
sindrome, caracterizado por una limitacion persistente del flujo aéreo,

tendria una prevalencia del 2% en la poblacién general y del 20% en los TABLA 3. Test de funcién pulmonar y caminata de 6 minutos (los
pacientescon EPOC (31, 32). resultados se expresaron como media y error estandar). Se
compararon los resultados utilizando el test de Mann Withney, sin
Conocer los criterios para el diagndstico de ACOS es embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente
fundamental ya que estos pacientes presentan mayor nimero de significativas
exacerbaciones y en ocasiones mas severas que los pacientes con — —
EPOC®. Los pacientes con ACOS corresponden a un subgrupo de . P

pacientes con EPOC que requieren tratamiento con corticoides n=8 n=9
inhalados asociados a broncodilatores B-2 de larga duracion (LABA)
(34). ACOS incluye pacientes con EPOC que poseen reversibilidad

Espirometria

FVC (%) 68.1 £ 4.3 66.3 + 3.3
parcial del flujo aéreo, con o sin antecedentes de rinitis o alergias, FVG (L) 24+03 254 + 02
reducida DLCO y/o eosinofilia en el esputo o bien pacientes con asma FEVA (%) 46.6 £ 6.4 424 35
- . . P FEVA (L 12 £ 0.15 13202
que presenten obstruccidn parcialmente reversible de la via aérea, L = =
. : 5 FEV1/FVC1 479+ 40 50.1£39
conosinenfisemao DLCO <80% (35, 36). Reversibilidad FEV1 (%) 46+ 16 21113
Reversibilidad FEV1 (mL) 105.7 + 433 533 + 32.4
El nuevo algoritmo para el diagndstico de ACOS incluye Bifdsion:desmonoxidoidetiarhiong
. . de | . . DLCO (ml/min/mmHG) 108+ 1.5 114+ 1.8
criterios mayores y menores. Dentro de los criterios mayores, se DLCO (%) ABHTED Do
encuentran una reversibilidad al broncodilatador mayor a 400 ml o al Test de caminata 6 minutos
15% del VEF1, historia de asma o eosinofilia en el esputo; y dentro de Metros recorridos 411.0 + 391 3786 + 27.3
los menores se encuentra una reversibilidad al broncodilatador de i ot ol iy 941200
K Saturacion de oxigeno final (%) 89.2 + 3.1 886 + 26
mas de 200 ml o al 12% del VEF1 en al menos dos ocaciones, IgE Desaturacion puntos 46+ 20 56+ 23
elevada o historia de atopia (37). Por consenso, los pacientes deben
presentar dos criterios mayores o uno mayor y dos menores para ser Los pacientes con ACOS presentan mayor morbimortalidad
diagnosticados como ACOS. que los pacientes con asma o EPOC solo, incluso en poblaciones
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jovenes (38-40). La relevancia de su
adecuado diagndstico se basa en el hecho de
que presentan una notable estabilidad o
mejoria cuando reciben corticoides
inhalados. La eosinofilia en esputo con un
valor de corte mayor a 2.5% predice la
respuesta a corticoides inhalados con una
sensibilidad de 82.4% vy especificidad de
84.8% (41). Mas aun, se ha sugerido que la
presencia de eosinodfilos en esputo inducido
podria ser un potencial predictor para el
éxito del tratamiento (42).

Si bien el tratamiento con
corticoides inhalados ha demostrado
beneficios en los pacientes con EPOC que
presentan inflamacién eosinofilica
disminuyendo las exacerbaciones y
mejorando su calidad de vida, en la practica
clinica habitual su utilizacion de acuerdo ala
severidad del paciente puede resultar
inapropiada. A pesar de que el numero de
pacientes reclutados hasta el momento es
bajo, se encontré mayor estabilidad y
mejoria de la calidad de vida (reflejada por
el CAT) en el grupo de pacientes
eosinofilicos que se encuentran con terapia
de mantenimiento que incluye corticoides
inhalados.

Actualmente, aquellos pacientes
con EPOC con mds de dos exacerbaciones
por afio tienen indicacion de recibir
tratamiento con corticoides inhalados,
aunque la dosis a utilizar no estd claramente
definida. Sin embargo, debe considerarse
que la sobre-utilizacién de corticoides
inhalados podria tener mds riesgos que
beneficios a largo plazoy generar ademas un
innecesario incremento en los costos del
sistema de salud. La necesidad de encontrar
biomarcadores que faciliten la identificacion
de estos pacientes continda siendo un
desafio. Si bien los hallazgos de este trabajo
constituyen resultados preliminares de un
estudio descriptivo que intenta comprender
el rol de los eosindfilos para diferenciar los
pacientes con EPOC, nosotros
hipotetizamos que la eosinofilia en esputo
podria ser una herramienta a utilizar como
criterio para la indicacién de corticoides
inhalados. Cada paciente debe ser evaluado
en forma individual para optimizar su
tratamiento.
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Comparacion entre dos inmunoensayos automatizados por
quimioluminiscencia para la cuantificacion de 25(OH) vitamina D

@ 15min.
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La vitamina D es una vitamina liposoluble
implicada en el metabolismo fosfocalcico
cuyo papel es fundamental en la formaciony
mineralizacion dsea. Actualmente, se han
demostrado ademds sus acciones inmu-
nomoduladoras, antiproliferativas y
estimuladoras de la diferenciacidon celular
que la relacionan con importantes patolo-
gias como enfermedades cardiovasculares,
diabetes y cancer. La cuantificacién de
25(0OH) vitamina D total en sangre es el
marcador mds preciso del estado de la
vitamina D en un individuo, aunque su
metabolito activo es la 1,25(0H)2 vitamina
D. El objetivo del presente estudio fue
comparar las concentraciones de 25(OH)
vitamina D obtenidas mediante dos métodos
automatizados comerciales y estudiar la
correlacidn de dichos métodos con la técnica
de referencia - cromatografia liquida/es-
pectrometria de masas entandem-.
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Resumen

Introduccion: La cuantificaciéon de 25(OH)

vitamina D total en sangre es el marcador
mas preciso del estado de vitamina D en un
individuo. La técnica patron-oro para su
medicidn es la cromatografia liquida/es-
pectrometria de masas en tandem (LC-
MS/MS), aunque actualmente los labo-
ratorios clinicos utilizan de rutina técnicas de
qguimioluminiscencia. El objetivo del estudio
fue comparar las concentraciones de 25(0OH)
vitamina D obtenidas mediante dos métodos
automatizados comerciales y estudiar la
correlacién de dichos métodos con la técnica
dereferencia LC-MS/MS.

Material y método: Se cuantificaron los
niveles de 25(0OH) vitamina D en 1.000 mues-
tras de suero del laboratorio de Bioquimica
de la Fundacion Jiménez Diaz mediante 2
métodos automatizados comerciales por
deteccidon de quimioluminiscencia: ADVIA
CENTAURO’ (SIEMENS) y LUMIPULSE’
G1200 (FUJI- REBIO). Entre todas las mues-
tras analizadas, las 50 mds discordantes
entre si se enviaron para ser evaluadas por la
técnica de referencia LC-MS/MS.
Resultados: Los resultados obtenidos indi-
can que existe una buena correlacién entre
los dos métodos: CCI=0,923 (0,914-0,932),
siendo los valores de LUMIPULSE G1200 un
10% superiores a los de CENTAURO". Con
respecto a las 50 muestras seleccionadas,
podemos observar que existe una buena
correlacion entre los dos inmunoensayos
con la técnica LC-MS/MS, aunque ambos
métodos infraestiman considerablemente
los resultados de 25(OH) vitamina D con
respecto al patron-oro.

Discusion: Aunque ambas técnicas son ade-
cuadas para su utilizacién, habria que
plantearse si la “epidemia” mundial de
hipovitaminosis D se debe a la metodologia
de analisis utilizada. Esta variabilidad entre
inmunoensayos se solucionaria estan-

darizando las diferentes técnicas comer-
ciales con los materiales de referencia
elaborados porel NIST.

Palabras clave: 25(0OH) vitamina D,
FUJIREBIO, SIEMENS, comparacion técnica,
LC-MS/MS.

Introduccion

La vitamina D es una vitamina
liposoluble implicada en el metabolismo
fosfocalcico cuyo papel es fundamental en la
formacion y mineralizaciéon dsea. Actual-
mente, se han demostrado ademas sus
acciones inmunomoduladoras, antiprolife-
rativas y estimuladoras de la diferenciacion
celular que la relacionan con importantes
patologias como enfermedades cardio-
vasculares, diabetesycancer(1,2).

La cuantificacion de 25(OH) vitamina
D total en sangre es el marcador mas preciso
del estado de vitamina D en un individuo,
aunque su metabolito activo es la 1,25(0H),
vitamina D (3,4).

La técnica patrén-oro para su medi-
cién es la cromatografia liquida/espec-
trometria de masas en tandem (LC-MS/MS),
pero actualmente los laboratorios clinicos
utilizan de rutina inmunoensayos por
quimioluminiscencia (5).

Los principales problemas de dicho
(5) inmunoensayos se deben a la naturaleza
hidrofébica del analito, la alta concentracion
en la que se encuentra la proteina ligadora
de vitamina D (VDPB) en el suero, y la
existencia de reacciones cruzadas de los
multiples metabolitos de vitamina D con los
anticuerpos utilizados en la técnica. Por ello,
un correcto inmunoensayo requiere un
pretratamiento para inactivar la VDPB, una
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seleccién cuidadosa del anticuerpo utilizado
y la estandarizacién de la técnica frente a los
valores arrojados por el analizador LC-
MS/MS. Las diferentes técnicas comerciales
para el analisis de vitamina D difieren en la
manera de separar la proteina ligadora, en el
porcentaje de reacciones cruzadas con otros
metabolitos de nuestro analito, asi como en
la especificidad del anticuerpo utilizado
(4,6).

Actualmente, como resultado del
conocimiento general sobre la severa
deficiencia de vitamina D en la poblacion
mundial, ha surgido la necesidad de medir
los niveles de vitamina D en diferentes
poblaciones, cohortes de investigacion y
pacientes individuales (7). Diversos estudios
han mostrado variaciones considerables
entre los diversos métodos analiticos
basados en inmunoquimica, cromatografia
liquida/UV y LC-MS/MS. Se ha llegado a
afirmar que un paciente concreto puede ser
clasificado con niveles de suficiencia o
insuficiencia de vitamina D dependiendo del
laboratorio donde se haya realizado el
analisis (7,8).

Para solucionar este problema se ha
establecido la necesidad de la estan-
darizacion de los niveles de 25(OH) vitamina
D por parte de numerosas organizaciones
cientificas. En 2011, la Oficina de Suple-
mentos Dietéticos (ODS) del Instituto
Nacional de Salud de EE.UU. (NIH) en
colaboracion con el National Institute of
Standards and Technology (NIST) cred el
programa de estandarizacién de la vitamina
D (VDSP). El NIST ha desarrollado 4
materiales de referencia basados en suero
con diferentes concentraciones conocidas
de vitamina D que permiten estandarizar las
diversas técnicas comerciales (7,9). A pesar
de ello, no todos los métodos actuales
empleados para cuantificar 25(OH) vitamina
D estan ya calibrados frente a estos
estandares (10).

El objetivo de este estudio fue
comparar las concentraciones de 25(OH)
vitamina D obtenidas mediante dos métodos
automatizados comerciales y estudiar la
correlaciéon de dichos métodos con la técnica
LC-MS/MS.

Material y métodos
Para ello hemos utilizado 1.000

muestras de suero elegidas al azar entre las
analizadas en el laboratorio de Analisis

Clinicos de la Fundacién Jiménez Diaz. Las
muestras pertenecian a pacientes con una
edad comprendida entre 1y 92 afios (59+18,
media+ DE) conun 37% de mujeresy un 63%
de hombres. Se cuantificaron los niveles de
25(0OH) vitamina D en el analizador ADVIA
CENTAURO XP’ (SIEMENS) y en el
LUMIPULSE G1200 (FUJIREBIO).

En todos los casos las muestras se
han manejado de modo anénimo, por lo que
no ha sido necesaria la obtencién del
consentimiento informado de los pacientes.

El analizador LUMIPULSE" G1200
(FUJIREBIO) realiza un inmunoensayo no
competitivo tipo sandwich con deteccidn
por quimioluminiscencia que emplea dos
anticuerpos, un anticuerpo monoclonal de
oveja que se une a la 25(0OH) vitamina D2 y
D3, y un segundo anticuerpo monoclonal
que se une exclusivamente al complejo
anteriormente formado. La separacion de la
proteina ligadora de la vitamina D se realiza
mediante un agente quimico en 12 reaccién.

Segun las especificaciones del
fabricante, la técnica presenta una
imprecisidn intraensayo con un coeficiente
de variacion (CV) <6%, y una sensibilidad
funcional de 3,491 ng/mL. Su intervalo de
medicion es de 4-150 ng/mL. La especifi-
cidad analitica reflejada a través del
porcentaje de reactividad cruzada con otros
metabolitos es del 100% para la 25(0OH)
vitamina D,, del 100,1% para la 25(0OH)
vitamina D,, y del 19,9% para el epimero C3
de 25(OH) vitamina D..

El analizador ADVIA CENTAURO’
(SIEMENS) consiste en un inmunoensayo
competitivo con detecciéon por quimio-
luminiscencia que utiliza un anticuerpo
monoclonal murino antifluoresceina unido
de forma covalente a particulas paramag-
néticas (PMP), un anticuerpo monoclonal
murino anti-25(OH) vitamina D marcado con
éster de acridinio, y un andlogo de vitamina
D marcado con fluoresceina. Como medio de
separacion de la proteina ligadora se utiliza
un agente liberador en tampon salino.

Segun las especificaciones del
fabricante, la técnica presenta una impreci-
sionintraensayo conun CV del 4,2%-11,9%y
una sensibilidad funcional de 4,2 ng/mL. Su
intervalo de medicién es de 4,2-150 ng/mL.
La especificidad analitica reflejada a través
del porcentaje de reactividad cruzada con

otros metabolitos es del 97,4% para la
25(0OH) vitamina D,, del 106,2% para la
25(0OH) vitamina D,y del 1% para el epimero
C3de 25(0OH)vitaminaD,.

Entre todas las muestras analizadas,
las 50 mas discordantes entre si se enviaron
para ser evaluadas por el método LC-MS/MS
en el laboratorio del Dr. Etienne Cavalier
(Departamento de Quimica Clinica,
Universidad de Lieja, Bélgica); con el fin de
comparar los dos inmunoensayos por
quimioluminiscencia con respecto a la
técnica de referencia LC-MS/MS. La
diferencia de resultado entre estas 50
muestras oscilaba entre el 14% y el 133%
(32452%, media + DE) con respecto a la
media de los 2 valores obtenidos. En todos
los casos este porcentaje era superior a los
coeficientes de variacién interandlisis de los
2 métodos: FUJERIBIO, 6%; SIEMENS,
11,9%. Analizamos las muestras mas
discordantes para ver si correspondian a un
grupo determinado de pacientes, como por
ejemplo gestantes que presentan niveles
anormales de proteina ligadora de la
vitamina D. Sin embargo, observamos que
dichos pacientes pertenecian mayorita-
riamente a los servicios de Nefrologia,
Reumatologia y Endocrinologia, hecho no
significativo, ya que estos servicios son los
gue mas demandan la determinacién de
vitamina D. Por otra parte, la edad media de
estos 50 pacientes era 63116 aios, siendo el
34% hombres y el 66% mujeres, cifras muy
similares a las del grupo total de 1.000
muestras (edad 59418 afios con un 37% de
mujeres y un 63% de hombres). Se eligieron
las muestras mas discordantes entre si para
enviar a analizar por gases-masas porque
nuestro objetivo era doble: por una parte
comprobar su similitud con la técnica de
gases-masas y por otra parte aclarar cual de
las dos técnicas se asemejaba mas a la
técnica de referencia. Este segundo punto no
se podia clarificar si envidbamos las
muestras cuyos resultados eran similares.
Con respecto a la eleccién de un nimero de
50 muestras como la adecuada para el
estudio, se realizé porque era una cantidad
de muestras suficiente para obtener
resultados estadisticamente significativos.
Debido al elevado coste de la determinacion
por gases-masas no fue posible enviar un
mayor nimero de muestras.

Resultados

Evaluamos el grado de concordancia



de las medidas de vitamina D propor-
cionadas por los dos aparatos: ADVIA
CENTAURO XP'y LUMIPULSE G1200". Para
ello, calculamos los coeficientes de
correlacién intraclase (CCl) junto con sus
intervalos de confianza al 95%. Los
resultados obtenidos indican que existe una
buena correlacién entre los dos métodos:
CCl=0,923 (0,914-0,932). No existen
diferencias significativas en el CCI si se
dividen las muestras en los grupos con
valores de vitamina D <20 ng/mL y >20
ng/mL.

La recta de regresion obtenida entre
ambos ensayos fue Y=1,221+1,035X, donde
Y corresponde a los valores de LUMIPULSE
G1200y X a los del CENTAURO'. Se observa
que los valores de LUMIPULSE G1200 son
un 10% superiores a los de CENTAURO'
(Figura1l).

Con respecto al subgrupo de 50
muestras seleccionadas para analizar por LC-
MS/MS, se ha obtenido un CCI=0,987 con el
analizador LUMIPULSE y un CCI=0,938 con
el analizador CENTAURO'. Aunque ambos

son satisfactorios, el coeficiente de correla-
cion intraclase mas elevado es el de
LUMIPULSE, por tanto, las mediciones de
este aparato se parecen mas a las exactas
(Figuras 2y 3).

A continuacién, con nuestro sub-
grupo de 50 muestras seleccionadas,
realizamos las graficas de Bland-Altman,
donde el eje X corresponde a las medias de
cada par de observaciones y el eje Y a las
diferencias entre cada par de observaciones.
En los graficos hay dos lineas continuas
horizontales. La linea continua gris esta
trazada a la altura del valor cero; si las
medidas dadas por el aparato fueran
idénticas a las medidas exactas los puntos
deberia situarse justo en esta linea. La linea
continua azul representa la media de las
diferencias. Si esta linea estd por debajo dela
linea del valor 0 quiere decir que el aparato
tiende a dar medidas inferiores al valor
exacto, y si estd por encimalo contrario.

Como podemos observar en la figura
4, la media de las diferencias entre el
analizador LUMIPULSE G1200 y el método

de referencia LC-MS/MS es de un 20%; por
tanto, dicho inmunoensayo infraestima los
valores de 25(OH) vitamina D en un 20% con
respecto al patrén-oro. En la figura 5,
apreciamos como en el caso del analizador
CENTAURO la media de las diferencias es de
un 42%, por lo cual los valores que arroja
esta técnica son muy inferiores a las del
método de referencia. Por otro lado, la
técnica LUMIPUL- SE G1200° presenta una
menor dispersién enlos resultados

Discusion

Ambos métodos presentan una
buena correlacion entre ellos, siendo los
valores obtenidos en el analizador
CENTAURO' aproximadamente un 10%
inferiores a los obtenidos por el analizador
LUMIPULSE G1200".

La correlacion de ambos inmuno-
ensayos con la técnica de referencia LC-
MS/MS es buena (aunque mas alta para
LUMIPULSE que para CENTAURO), lo cual
no excluye que los dos métodos infraestimen
considerablemente los resultados de 25(0OH)
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vitamina D con respecto al patron-oro. En
esta seleccion de muestras, que se realizd
escogiendo aquéllas donde la discrepancia
entre ambos métodos fue mayor,
LUMIPULSE G1200 infraestima los valores
en un 20%, mientras que CENTAUROarroja
valores de 25(OH) vitamina D un 42%
inferiores a los del método de referencia LC-
MS/MS. Esta diferencia entre ambos
inmunoensayos viene dada por la diferente
técnica utilizada (ensayo competitivo en
SIEMENS y no competitivo tipo sandwich en
FUJIREBIO), el pretratamiento de la muestra
para separar la 25(OH) vitamina D de la
VDPBylosanticuerpos seleccionados.

.

Figura 1. Recta de regresion entre LUMIPULSE
G1200° (FUJIREBIO) y CENTAURO" (SIEMENS)
utilizando 1.000 muestras de suero de pacientes de
la Fundacién Jiménez Diaz
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Figura 2. Recta de regresién calculada mediante
Passing-Bablok entre LUMIPULSE G1200°
(FUJIRE- BIO) y LC-MS/MS usando 50 muestras
seleccionadas (ver Material y Métodos)
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Enlaactualidad, segun los estudios
realizados, mas de la mitad de la poblacién
mundial presenta niveles insuficientes o

incluso franca deficiencia de vitamina D (11).
Esto puede llegar a considerarse una
“epidemia” mundial, pero habria que
preguntarse si este estado de hipo-
vitaminosis generalizada esta influido en
gran parte por la metodologia de andlisis
utilizada en la determinacién de las
concentraciones de 25(0OH) vitamina D
(8,11).

Esta variabilidad entre inmuno-
ensayos se solucionaria estandarizando las
diferentes técnicas comerciales con los
materiales de referencia para la medida de
25(0OH) vitamina D elaborados por el NIST
(12).

Q.

Figura 3. Recta de regresion calculada mediante
Passing-Bablok entre CENTAURO (SIEMENS) y
LC-MS/MS usando 50 muestras seleccionadas
(ver Material y Métodos)
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Figura 4. Graficas de Bland-Altman entre
LUMIPULSE G1200° (FUJIREBIO) y LC-MS/-MS
usando 50 muestras seleccionadas (ver Material y
Métodos)
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Figura 5. Gréficas de Bland-Altman entre
CENTAURO' (SIEMENS) y LC-MS/MS usan-do 50
muestras seleccionadas (ver Material y Métodos)
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Utilidad de la reaccion de polimerasa en cadena convencional para
la deteccion de Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp. y Trichomonas vaginalis
en muestras genitales de mujeres en consulta ambulatoria
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8< Trichomonas vaginalis, Mycoplas-
ma hominis y Ureaplasma spp. son los
microorganismos responsables de las infec-
ciones de transmisidon sexual (ITS), de
patologias genito-urinarias en mujeres. Los
métodos de amplificacion de acidos nuclei-
cos han demostrado numerosas ventajas
para el diagndstico microbioldgico, pero no
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han sido ampliamente estudiados para la
deteccion de estos microorganismos. En el
siguiente articuloimplementan una reaccidn
de polimerasa en cadena convencional para
su deteccion y comparan sus resultados con
los métodos actuales utilizados en el
laboratorio.

<@

Gonzalo Alarcon, Gabriela Barraza, Andrea

Somos su La bO ratO riO

Vera, Aniela Wozniak y Patricia Garcia

Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Escuela de
Medicina (GA, GB). Departamento de Laboratorios
Clinicos (AW, PG).

Red de Salud UC-Christus Servicio de Laboratorios
Clinicos. Laboratorio de Microbiologia (AV).
Recibido: 7 de mayo de 2015
Aceptado: 6 de octubre de 2015

Correspondencia a:
Patricia Garcia Cafiete: pgarcia@med.puc.cl

LABICO se especializa sdlo en resolver sus derivaciones ‘

www.labico.com.ar
colegas@labico.com.ar

LABiCO

BIOQUIMICA PARA BIOQUIMICOS



»

Resumen

Introduccion: Trichomonas vaginalis, Myco-
plasma hominis y Ureaplasma spp. son
microorganismos causantes de patologia
genito-urinaria y durante el embarazo. Los
métodos de amplificacion de acidos
nucleicos han demostrado numerosas
ventajas, pero no han sido ampliamente
estudiados para la deteccion de estos
microorganismos. Objetivo: Implementar
una reaccion de polimerasa en cadena
convencional (RPC) para su deteccion y
comparar sus resultados con los métodos
actuales de nuestro laboratorio. Material y
Métodos: Se procesaron 91 muestras
mediante RPC, cultivo (M. hominis y
Ureaplasma spp.) y observacidn
microscopica al fresco (T. vaginalis). Los
resultados fueron comparados y analizados
estadisticamente mediante el test de
concordancia kappa. Resultados: 85,80y 87
muestras tuvieron resultados concordantes
para la deteccion de M. hominis, Ureaplas-
ma spp.y T. vaginalis, respectivamente. Para
M. hominis y Ureaplasma spp. el nivel de
concordancia fue considerable mientras que
para T. vaginalis fue moderado; sin embargo,
para esta ultima, la RPC detecté mas casos
que la microscopia al fresco. Conclusion: Se
recomienda la implementacién de la RPC
para la deteccién de T. vaginalis. Para M.
hominis y Ureaplasma spp. el kit de cultivo
continta siendo un buen método.
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Introduccién

Trichomonas vaginalis, Mycoplasma
hominis, Ureaplasma parvum y Ureaplasma
urealyticum son microorganismos causantes
de infecciones de transmisidn sexual (ITS),
patologias genito-urinarias y del embarazo,
enmujeres(1,2).

Trichomonas vaginalis es un pro-
tozoo flagelado cuyo Unico hospedero
conocido es el ser humano, ocupando el

tracto genito-urinario como nicho (3).
Corresponde a una de las causas mas
frecuentes de ITS en el mundo y su
presentacién mas habitual es la vaginitis,
que puede variar desde una infeccidn
asintomdtica a un proceso inflamatorio
pelviano grave (1,3). Ademas, se ha asociado
a pérdida de la fertilidad, patologias del
embarazo y aumento del riesgo de infeccidn
porVIH (4).

Mycoplasma hominis, U. parvum y
U. urealyticum son bacterias pertenecientes
a la familia Mycoplasmataceae,
filogenéticamente derivadas de bacterias
grampositivas, que caracteristicamente
carecen de pared cellular (5,6).

Estos microorganismos se han
asociado principalmente a patologias del
embarazo, incluyendo corio-amnionitis,
rotura prematura de membranas y abortos
espontaneos, entre otras (7). Por su parte,
M. hominis se ha relacionado con vaginosis
bacteriana y proceso inflamatorio pélvico,
mientras que Ureaplasma spp. se ha descrito
como causante de uretritis en mujeres
(5,13).

Ureaplasma parvum y U. urealy-
ticum son dos especies de importancia
humana que en un comienzo eran
consideradas como biovares de la especie U.
urealyticum (5,8). El biovar 1 fue separado
constituyendo la especie U. parvum,
mientras que el biovar 2, antes denominado
T960, mantuvo la nominacion U. urealy-
ticum. Ambas especies son indistinguibles
fenotipicamente, pudiendo ser diferen-
ciadas mediante reaccién de polimerasa en
cadena (RPC) para el segmento 16S de ARN
ribosomal (8).

Por otra parte, se ha demostrado
asociacion entre vaginalis y M. hominis,
reportandose hasta 71% de co-infeccidon. Se
propone como explicacion una relacion
simbidtica entre ambos microorganismos,
dada la capacidad de M. hominis de infectar
aT.vaginalis (9,13).

Actualmente, la Sociedad Americana
de Enfermedades Infecciosas (IDSA)
reconoce como métodos de deteccidn para
T. vaginalis la microscopia al fresco, el test
rapido de antigeno, hibridacién de ADN,
cultivo y test APTIMA de amplificacién de
acidos nucleicos (Gen-Probe®, Inc., San
Diego, CA) (10). Entre ellos, el cultivo se
considera el patréon de oro, siendo su

sensibilidad de 85-95% y su especificidad de
95-100% (4,5). En el Laboratorio de
Microbiologia de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile, el método utilizado es la
microscopia al fresco, para el que se reporta
una sensibilidad de 50-60% y una
especificidad de 90% en poblaciones de alta
prevalencia y con personal especializado en
microscopia (3,4).

En el caso de M. hominis y el género
Ureaplasma, los métodos posibles de
deteccidn descritos son el cultivo anaerobio
o aerobio y kits comerciales de cultivo
(10,13). En nuestro laboratorio, se utiliza el
kit comercial de cultivo Mycofast® EvolutioN
(Ref. 00060, EliTechGroupSolutions®,
Puteaux, Francia), cuyo fabricante declara
una sensibilidad de 98,2% y una especi-
ficidad de 100% para muestras uretrales y
vaginales (11). Si bien IDSA no menciona
como método de deteccion las pruebas de
amplificacion de 4cidos nucleicos, Petrikkos
y cols., proponen el uso de la RPC
convencional con una sensibilidad aproxi-
mada para M. hominisy U. urealyticum de 96
y 94% vy una especificidad de 87 y 92%,
respec- tivamente (12). Debe considerarse
para la evidencia antes expuesta que en el
periodo de publicacién del articulo,
urealyticum incluia sin distincion los dos
biovares que ahora constituyen especies.

Dado que en la actualidad los méto-
dos de amplificacion de dacidos nucleicos
presentan notables ventajas por sobre los
métodos de cultivo, los objetivos de este
trabajo fueron implementar la RPC para la
deteccion de T. vaginalis, M. hominis y
Ureaplasma spp. y evaluar la concordancia
entre esta metodologia y las pruebas
disponibles en nuestro laboratorio.

Material y Métodos

Se procesaron 91 muestras conse-
cutivas de mujeres para quienes se habia
solicitado el estudio de T. vaginalis, M.
hominis y Ureaplasma spp. en secrecion
vaginal o cervical. Las muestras fueron
recibidas y procesadas en el Laboratorio de
Microbiologia de la Red de Salud UC-
CHRISTUS en los periodos febrero-marzo y
junio-octubre delafio 2013.

Métodos microbiolégicos convencionales
Consistieron en cultivo aerdbico

para M. hominis y Ureaplasma spp. median-
te el kit Mycofast® EvolutioN (EliTech-



GroupSolutions®, Puteaux, Francia) y por

microscopia de la muestra al fresco para T. La RPC fue realizada usando una

vaginalis. mezcla de reaccion constituida por 1x de
tampon Green GoTaqFlexi (Promega®,
Madison, WI), 1 mM de MgCl, (Promega®,

Reaccidon de polimerasa en cadena Madison, WI), 0,13 mM de cada
deoxinucledtido (ThermoScientific®,

urealyticum: Minerva Biolabs®, Berlin,
Alemania) y como control negativo se utilizd
tampon de elucidn (AE) del kit de extraccidon
QIAmpDNA Mini. Para controlar la
eficiencia de la extraccidon, asi como la
ausencia de inhibidores en la reaccidn, se
utilizé como control interno el gen de la B-

La extraccién de ADN de las mues-
ras se realizd mediante el kit QIAmp® DNA
Mini (Qiagen®, Limburgo, Holanda) y se
almacenaron, hasta su procesamiento, a -
20°C.

Se implementé una RPC conven-
cional para la deteccién de T. vaginalis, M.
hominis y Ureaplasma spp., utilizando los
partidores propuestos por Diaz y cols. (13)
Para T. vaginalis se utilizé el par TvA5/TvA6
(amplifica un segmento de 102 pb que
codifica para la proteina G3), con tempe-
ratura de annealing (Ta) de 48°C. Para M.
hominis se utilizd el par RNAH1/RNAH2
(amplifica un segmento de 334 pb del 16S
ARNr) con Ta de 50°C. Y para Ureaplasma
spp. se utilizé el par Uul/Uu2 (amplifica un
segmento de 541 pb del gen de la ureasa)
conTade50°C.

Waltham, MA), 0,6 uM de cada partidor globinahumana (IDT®, Coralville, IA).

correspondiente, 0,04 U/ul de Taq Se realizaron los estudios de
polimerasa (Promega®, Madison, WI) y 5 ul sensibilidad analitica para cada RPC vy el
de ADN extraido de cada muestra. El estudio de concordancia mediante el test
volumen final de la reaccion fue de 25 pl por kappa de Cohen (k), con un intervalo de
cada alicuota. El programa utilizado en el confianza (1C) al 95% (14). Los resultados del
termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler andlisis fueron evaluados segun el criterio
(Applied Biosystems®, Foster City, CA) fue de expuesto en Landis y cols., considerando un
94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos (94°C valordekentre Oy 1, donde 1 indica maxima
por 40 s, Ta por 40 s y 72°C por 1 min), concordancia (14). La escala cualitativa es la
seguidos por una extension final de 8 min a siguiente: pobre (< 0,00), leve (> 0,00-0,20),
72°C. La deteccion de los productos de RPC aceptable (0,21-0,40), moderada (0,41-
se realiz6 en geles de agarosa al 1,5% 0,60), considerable (0,61-0,80) y casi
utilizando un estdndar de ADN (100 pb, perfecta (0,81-1,00).

Invitrogen®, Waltham, MA).

Resultados
Como control positivo se utilizé el
ADN cuantificado del patégeno corres- Las concentraciones minimas detec-
pondiente (M. hominis y T. vaginalis: Vircell tadas (sensibilidad analitica) fueron 1,19 x
Microbiologists®, Granada, Espafia y U. 10° ng/uL para M. hominis, 1 x 10" ng/uL
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para Ureaplasma spp.y 0,488 ng/uL para T. vaginalis.

S

Tabla 1. Comparacion entre métodos para la deteccion de Mycoplasma hominis, Urea-
pl spp. y Trich: vaginalis
Mycoplasma hominis Cultivo Mycofast® Evolution
Positivo Negative Total
Reaccibn de polimerasa Positivo 6 2 8
en cadena Negativo a4 79 83
Total 10 81 91
Ureaplasma spp Cultivo Mycofast® Evolution
Positivo Negativo Total
Reaccién de polimerasa Positivo 29 7 36
en cadena Negativo 4 51 55
Total 33 58 91
Trichomonas vaginalis Microscopia al fresco
Positivo Negativo Total
Reaccién de polimerasa Positivo 2 4 6
en cadena Negativo 0 85 85
Total 2 89 91

Para la deteccién de M. hominis, se encontré que en 85de las
91 muestras procesadas se obtuvieron resultados concordantes entre
los métodos (Tabla 1), siendo dos muestras positivas para cultivo,
negativas por RPC. Se calculé un valor kappa de 0,631 (IC: 0,359-
0,902), correspondiente a concordancia considerable.

Para Ureaplasma spp., en 80 de las 91 muestras se
encontraron resultados concordantes (Tabla 1), resultando tres
muestras positivas por cultivo, negativas por RPC, con un valor kappa
calculado de 0,744 (IC: 0,602-0,885), que corresponde a un acuerdo
considerable.

En el caso de T. vaginalis, la RPC determind seis muestras
como positivas versus solo dos por la microscopia al fresco (Tabla 1),
existiendo concordancia en estas Ultimas. En su totalidad, 87 de las 91
muestras mostraron resultados concordantes. Todas las discordancias
correspondieron a muestras categorizadas como negativas por
microscopia al fresco con resultado positivo mediante RPC. El valor
kappa calculado fue 0,483 (IC: 0,059- 0,907), que corresponde a
concordancia moderada.

Discusién

Considerando las ventajas que han mostrado los métodos de
amplificacion de acidos nucleicos, el presente nos estadisticos, este
nivel de concordancia podria ser explicado por la mayor cantidad de
muestras negativas que son concordantes; sin embargo, cabe
destacar que la RPC detecté una mayor cantidad de muestras
positivas. Dada las dificultades técnicas de la microscopia al fresco,
incluyendo la necesidad de un operador especializadoyde unrapidoe
inmediato procesamiento para mantener viable al microorganismo y
considerando la baja sensibilidad reportada en la literatura cientifica
(3), consideramos recomendable la implementacién de RPC en la
deteccionde T. vaginalis.

Para la deteccion de M. hominis y Ureaplasma spp., si bien se
encontro que la concordancia entre las técnicas era considerable,
destaca que el kit de cultivo detecté mds casos que la RPC. Esto
indicaria que si, efectivamente, los resultados positivos en el kit de

cultivo definieran la infeccion, los resultados negativos de la RPC
constituirian falsos negativos. Lo anterior no se puede asegurar, ya
que el kit de cultivo no ha sido reconocido como patrdn de oro. Por otro
lado, la existencia de variables no investigadas, como degradacion de
ADN, pueden haber afectado los resultados de la RPC. Considerando
ademds el menor costo y la experiencia del personal del laboratorio, el
kit de cultivo continuaria siendo el método mds recommendable para
la deteccion de ambos microorganismos.

En cuanto a T. vaginalis, la concordancia entre la RPC y la
microscopia al fresco fue moderada. En términos estadisticos, este
nivel de concordancia podria ser explicado por la mayor cantidad de
muestras negativas que son concordantes; sin embargo, cabe
destacar que la RPC detecto una mayor cantidad de muestras
positivas. Dada las dificultades técnicas de la microscopia al fresco,
incluyendo la necesidad de un operador especializado y de un rdpido e
inmediato procesamiento para mantener viable al microorganismo y
considerando la baja sensibilidad reportada en la literatura cientifica
(3), consideramos recomendable la implementacion de RPC en la
deteccion de T. vaginalis.

Es necesario continuar la evaluacidon considerando test de
amplificacién de 4acidos nucleicos con metodologias de mayor
sensibilidad analiticacomo RPCen tiempo real, entre otras.
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Este afio fuimos parte del 12 Congreso Argentino de Trasplante de
Médula Osea y 2do Congreso LABMT de la Especialidad y 12 Simposio
Latinoamericano De HLA y Trasplante De CPH, que tuvo lugar en el Hotel
Sheraton Libertador, los pasados 18 y 19 de mayo de 2017.

Del 29 de mayo al 1 de junio, IFl Independent Forensics realizé en
cuatro laboratorios argentinos, seminarios de capacitacién en nuevas técnicas
paraelrescate de ADN forense a partir de evidencias bioldgicas y recuperacion de
perfiles genéticos completos, en el cual también participamos.

Y estuvimos en el XXXV Congreso de la Sociedad de Obstetricia y Ginecologia de
Buenos Aires SOGIBA 2017, que tuvo lugar en el Sheraton Buenos Aires Hotel &
Convention Center, del 31 de mayo al 2 de junio de 2017.
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‘ ] JORNADAS
BIOQUIMICAS

DE CUYO

Mendoza 26, 27 y 28 de Abril 2018

Con un exquisito coctel, en Sheraton Mendoza se lanzaron
oficialmente las V Jornadas Bioquimicas de Cuyo 2018.
Representantes de cada uno de los organismos organizadores,
doctores, periodistas e integrantes del Ministerio de Salud, Desarrollo
Social y Deportes de la provincia estuvieron presentes en el
encuentro.

Después de varios afios, Mendoza sera sede de las "V
jornadas Bioquimicas de Cuyo".

Esta provincia, que se encuentra a los pies de la Cordillera de
Los Andes, se ha convertido en uno de los sitios mas elegidos del pais
para desarrollar eventos de esta naturaleza. No sélo por su plaza
hotelera y reconocido turismo que ofrece, sino también por su
conectividad aérea nacional e internacional (Santiago, Lima, San
Pablo, Panama) e infraestructura preparada para ser anfitriona de
grandes congresos de tallamundial.

"Las V Jornadas Bioquimicas de Cuyo" se desarrollaran,
desde el 26 al 28 de abril de 2018, en el Sheraton Hotel Mendoza,
ubicado en el corazén del microcentro de la ciudad. Asi, quienes
participen de estas jornadas, contaran con una nutrida plaza hotelera
y gastrondmica a metros del hotel anfitrién.

En esta nueva edicién, la "Bioquimica en el eje materno
infantil" serd la base del programa. Por supuesto, iniciando por la
concepcion, para continuar con las posibles problematicas del
embarazo y terminar con enfermedades infecciosas en el recién
nacido. Cada uno de los temas, tratados por profesionales de primer
nivel que desarrollardn charlas de gran contenido e interaccién con los
participantes.

La exposicion comercial estara distribuida
estratégicamente para que los inscriptos deban recorrerla para
entrar a las conferencias.

También, el céctel de bienvenida se realizara en este sector
paraaumentar lainteraccion entre las empresasy los inscriptos.

Ademas, se ofrecera un servicio diferencial de organizacion
de actividades privadas para potenciales clientes. Como por ejemplo:
desayunos de trabajo, almuerzos corporativos, tardes de negocios o
degusta-ciones de vino privadas.

Se estima una importante participacion, no solo de la Zona
de Cuyo, sino de todo Argentina. También se realizardn promociones
especiales para tener inscriptos internaciones, principalmente de

Chiley Peru.



MANLAB"

Diagnéstico Bioquimico y Genémico

MANLAB y MAYO MEDICAL LABORATORIES en la Embajada de EEUU

A comienzos de Junio, MANLAB
junto a MAYO MEDICAL LABORATORIES,
presentaron al Dr. Daniel Drubach en el Palacio
Bosch de la Embajada de EEUU en Buenos
Aires.

"Teoria de la Mente y la Cognicion
Social" y "Actualizacién sobre Demencias
Neurodegenerativas" fueron las conferencias
que brindd el Dr. Drubach. Quien presento
clasificacién y diferentes estrategias de
diagndstico en demencias y enfermedad de
Alzheimer, destacando la importancia de la
anamnesis del paciente en el inicio del
diagndstico, asi como también el uso de
biomarcadores seroldgicos y genéticos en las
diferentes entidades clinicas.

Prestigiosos neurdlogos y gene-
tistas de Argentina concurrieron al evento,
quienes enriquecieron el espacio con una
charla-debate al finalizar las presentaciones.

Agradecemos a todos los profe-
sionales que participaron y nos acompafian en
elcamino hacialas nuevas tendencias.
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PROGRAMA CUBRA XIV

8:00 a 13:00hs. - ACREDITACION
13:00 a 15:00 hs. Salas A,B,C,D

A. QUIMICA CLINICA

La obesidad abdominal y el riesgo
cardiovascular

*El laboratorio bioquimico clinico en la
obesidad central. Dr Raul Ignacio
Coniglio

*Metabolismo anormal de las
lipoproteinas con Apo B en la obesidad
central. Dra. Laura Schreier
eAlteraciones en las HDL y biomarca-
dores de riesgo cardiovascular.

Dr. Fernando Brites

B. INMUNOHEMATOLOGIA Y BANCO
DE SANGRE.

El rol del bioquimico en el banco de
sangre

eRiesgo Transfusional por Infeccién
Oculta HBV. Dr. Jorge Rey

eSeleccion de Donantes de Sangre por
Biologia Molecular. Dra. Lorena
Gallego

C. MICROBIOLOGIA

Enfermedades desatendidas
eEnfermedad de Chagas: Aspectos
epidemioldgicos. Urbanizacion y
globalizacién por transmision
interhumana.Dr. Manuel Arca.

Dr. Edgardo Moretti

eHidatidosis: enfermedad endémica de
alto impacto en la Patagonia argentina.
Dra. Nora Pierangeli

eToxocariosis: Parasitosis subdiagnosti-
cada.Dra. Vanina Marini
eLeishmaniosis: Abordaje del
diagnostico en drea no endémica.

Dr. Diego Cargnelutti

D. GENETICA Y GENOMICA

La Revolucidn diagndstico-terapéutica
del cancer en el laboratorio clinico de
precision

*PCR-digital, o el limite de deteccién
insuperable. Dr. Alberto Lazarowski
eBiomarcadores tumorales mediante
espectrometria de masa de imagenes
(IMS). Excelente tecnologia de ultima
generacion. Dra. Alicia Pomilio

*Uso de electroforesis capilar de alta
resolucién para la deteccion de
marcadores tumorales. Determina-
cién de marcadores de valor
prondstico y diagndstico. Dr. Arturo A.
Vitale.

15:00 a 15:30 hs: INTERVALO

15:30a17:30 hs

A. QUIMICA CLINICA

Aportacién del laboratorio al
diagndstico del SCAy IC

eUtilidad de la troponina ultrasensible
en el diagndstico del infarto agudo de
miocardio. Dr. Raul de Miguel
*Nuevos biomarcadores en el
diagndstico y prondstico del sindrome
coronario agudo .

Dr. Luis Garcia de Guadiana.
ePéptidos natriuréticos y nuevos
biomarcadores en IC. Dr. Raul de
Miguel

eActualizacién en las recomendacio-
nes para el manejo de los péptidos
natriuréticos en la préctica clinica.

Dr. Luis Garcia de Guadiana.

B. HEMATOLOGIA

Alteraciones morfoldgicas de las
células sanguineas: orientacion
diagnostica basada en estudios del
laboratorio hematolégico

ePatologia eritrocitaria. Casos clinicos
Dr Fernando Ventimiglia

C. CALIDAD

NBU- Una herramienta actualizada, util
y versatil.

Presentacién de la Comisién Técnica de
NBU - CUBRA. Dr. Ricardo Miguez

Dr. José Oyhamburu.

Dr. Jorge R. Alegre

8:30 a 11:00. Salas A,B,C,D

A. ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DE
ENDOCRINOLOGIA.

Dr. Hugo Scaglia. Dr. Eduardo Chaler.

D. TERAPIA CELULAR
Seleccién y elaboracion de productos
para terapia celular.

Dr. Felipe Prosper

17:00 a 17:30 hs: INTERVALO
18:00 a 19:00 hs

A. QUIMICA CLINICA

Conferencia:

El laboratorio al manejo de la patologia
cardiaca aguda

Dr. Luis Garcia de Guadiana (Espafia)

B. HEMATOLOGIA

Conferencia:

Anemias hemoliticas autoinmunes
Dr. Jorge Rey.

C. MICROBIOLOGIA

Conferencia:

La Multi Resistencia a los Antibiéticos
Dra. Angela Famiglietti.

D. GENETICA Y GENOMICA
Conferencia:

Rol de los transportadores ABC de las
epilepsias refractarias: Importancia del
monitoreo de drogas anti- convulsivan-
tes en el laboratorio clinico. Dr. Alberto

Lazarowski.

19:15 hs. ACTO INAUGURAL

Conferencia Inaugural:

Aplicacion clinica de la terapia celular
en enfermedades humanas: del
laboratorio al paciente.

Dr. Felipe Prosper (Espafia)

B. ENFERMEDAD CELIACA Y PATOLOGIAS
ASOCIADAS.

Diagndstico inmunoldgico.

Dra. Maria Ester Lasta 'y

Dra. Liliana Roquel

C. MICROBIOLOGIA DEL PACIENTE
AGUDO: nuevas tecnologias.
Dra. Graciela Grecco y

Dra Mariangeles Visus.

D. ETAPA PRE-ANALITICA: conceptos
claros para una mejora continua.
Docentes: Silvia Benozzi, Gisela Unger,
Graciela Pennacchiotti

11:00 a 11:30 hs: INTERVALO
11:30a 12:30 hs

A. ENDOCRINOLOGIA
Conferencia: Hormona de crecimiento.
Dr. Eduardo Chaler

B. INMUNOLOGIA

Conferencia:

Las infecciones y el estrés a la luz de las
interacciones inmuno-endocrinas

Dr. Oscar Bottasso.

C. MEDIO AMBIENTE
Conferencia:
Agrotoxicos salud y nutricion

Dra. Maria Ester Lasta.

D. BIOQUIMICA INDUSTRIAL
Conferencia:

Bioquimica en la produccion industrial:
desde la fermentacion a la biotecnolo-
gia. Dr. Carlos Alberto Chiesa




12:30 2 13:30 hs eCuando dejamos de pensar en D. ERRORES CONGENITOS

COMUNICACIONES LIBRES sindrome indiferenciado del tejido eTripsina Inmunoreactiva (IRT):

15:00 a 15:30 - INTERVALO conectivo y empezamos a pensar en Aspectos fisipatoldgicos y diagndsticos
lupus. a considerar en su interpretacion

15:30 a 16:30 - Salas A,B,C,D . . )

. eDra. Valeria Scaglione Dr. Gustavo Borrajo
A.ENDOCRINOLOGIA eUtilidad clinica de los autoanticuer- Diagnéstico confirmatorio de Fibrosis
Rol del bioquimico en los estudios y

pos en el LES. Dr. Orlando Carballo 16:30 Sala A. Tema: Reproduccién

tratamientos de reproduccién humana . I
eBiomarcadores en LES neuropsiquia-

eAndrologia y reproduccion. trico. Dra. Graciela Ramos. 16:30 Sala B. Tema: Inmunologia

Dr. Conrado Avendafio 16:30 Sala C. Tema: Nutricién

.Endocrlr;ologlfa de reproduccién. C. BIOQUIMICA CLINICA 16:30 Sala D. Temas Errores
Dr. Hugo Scaglia Mesa Redonda congenitos
eEmbriologia Clinica. El bioquimico

Enfermedades neurodegenerativas y 17:30 Salas A,B,C,D

alteraciones del metabolismo del Fe A. Conferencia: Tecnologia Reproducti-
asistida. Dr. Conrado Avendafio en SNC

dentro del laboratorio de reproduccién

va en el siglo XXI

*Asesoramiento genético en *De hierro somos: propiedades e Dr. Roberto Coco.

reproduccion asistida. Dr. Roberto . . . .
importancia en el sostén de la vida.

Coco Dr. Arturo Vitale B. Conferencia: Importancia de la

inmunofluorescencia en la investiga-

cién de autoanticuerpos. Dr. Orlando
una vida saludable. Dra. Alicia Pomilio Carballo

: eHierro complejado: Necesidad para
B. INMUNOLOGIA

Mesa Redonda:

*El rol del laboratorio en las
El laboratorio en el estudio de LES deficiencia de hierro. Dr. Ramén C. Conferencia: El laboratorio en la
evaluacion del estado nutricional de
pacientes

Dr Ramon Deulofeu Piquet (Espafia)

Deulofeu Piquet
eAlteraciones en el Metabolismo del

Fe en trastornos neurodegenerativos.

D. Conferencia: Biologia molecular en
la Pesquisa y el Diagndstico de Fibrosis
Quistica. Dra. Ana Oller

17:30 a 18:00 hs: INTERVALO
18:00 a 20:00 hs

A. QUIMICA CLINICA

Mesa Redonda

El rol del bioquimico en la atencién
primaria

eAtencidn Primaria en Salud: Rol del
laboratorio en un sistema de salud
basado en esta estrategia.

Dr. Ezequiel Jouglard

*El rol del Bioquimico en la deteccién
precoz de la diabetes. Dra. Silvia
Benozzi

*El impacto de la no deteccion
temprana de la Enfermedad renal
crénica. Dra. Graciela Pennacchiotti
ePrevencion cuaternaria. Dr. Ezequiel
Jouglard

B. INMUNOLOGIA

Taller

Autoinmunidad: Casos clinicos
ePresentacion de casos clinicos
Dra. Graciela Ramos
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ePresentacion de casos clinicos
Valeria Scaglione
ePresentacion de casos clinicos
Dr. Orlando Gabriel Carballo

C. NUTRICION
Vitaminas: pasado, presente y futuro
Dr Ramon Deulofeu Piquet (Espaiia)

D. ERRORES CONGENITOS

Retos y desafios en la pesquisa
neonatal

eMuestras residuales .Dr. Gustavo
Borrajo

eSecuenciamiento completo del
genoma/exoma como herramienta
para la Pesquisa Neonatal.Dra Ana
Oller

eAspectos éticos a considerar en
Pesquisa Neonatal y Errores Congénitos

del Metabolismo. Dr. Oscar Bottasso.

8:30a11:00. Salas A,B,C,D

A. CURSO: ASPECTOS FISIOPATOLOGI-
COS DE ENDOCRINOLOGIA.
Dr. Hugo Scaglia. Dr. Eduardo Chaler.

B. CURSO:ENFERMEDAD CELIACA Y
PATOLOGIAS ASOCIADAS.
Diagndstico inmunoldgico.

Dra. Maria Ester Lasta y

Dra. Liliana Roquel

C. CURSO: MICROBIOLOGIA DEL
PACIENTE AGUDO: nuevas tecnologias.
Dra. Graciela Grecco y Dra Mariangeles

Visus

D. CURSO: ETAPA PRE-ANALITICA:
conceptos claros para una mejora
continua.

Docentes: Silvia Benozzi, Gisela Unger,
Graciela Pennacchiotti.

11:00 a 11:30 hs: INTERVALO
11:30a12:30 hs.

A. HEMOSTASIA
Conferencia: Hemostasia en las

hepatopatias. Dr. Ricardo Forastiero.

B. QUIMICA CLINICA
Conferencia: Desafios en el laboratorio

pediatrico. Dra. Vijay Grey (Canada)

C. Medio Ambiente
Conferencia: Estudio de efluentes: la
contaminacion de la ria de Bahia

Blanca. Dr. Guillermo Pandolfi.

D. TOXICOLOGIA LEGALY FORENSE
Conferencia:Bioquimica forense actual:
alcance, limitaciones y desafios.

Dra. Ana Maria Perkins.

12:30a13:30 -
COMUNICACIONES LIBRES

13:30 a 15:00 hs - INTERVALO
15:00 a 17:00 hs.

A. HEMOSTASIA

Taller: Temas de hemostasia

eComo obtener un RIN.

eInfluencia de anticoagulantes orales
directos en las pruebas basicas de
coagulacion.

eAspectos criticos en el diagnostico del
inhibidor ludico

Dra. Lucia Kordich

Dr. Ricardo Forastiero.

B. QUIMICA CLINICA

El laboratorio en diferentes
etapas etarias

eIntervalo de referencia en una
poblacién pediatrica.

Dra Vijay Grey (Canada)
Proyecto CALIPER

oE| laboratorio hematoldgico en el

adulto mayor Dr. Fernando Ventimiglia.

C. MEDIO AMBIENTE

Mesa Redonda:

Impacto de la contaminacién en los
recursos hidricos

eImpactos de los Cambios Climaticos
sobre el desarrollo y las vulnerabilida-
des regionales en el N de la Patagonia.
Dra. Inés Camilloni

eDinamica del recurso agua y sus
impactos en la actividad productiva del
Alto Valle de Neuquén.

Prof. Dr. Andrés Venturino

eRecursos Pesqueros Continentales en
la Patagonia en un contexto ambiental

y social cambiante. Dr. Victor Cussac.

D. MICROBIOLOGIA
Mesa Redonda: Diagnostico
microbioldgico en el laboratorio clinico

general

*El Bioquimico frente al diagndstico de
parasitosis intestinales.

Dr. Sixto Raul Costamagna

eMicosis superficiales/subcutaneas.
(Dra. Gabriela Rubinstein

eDesafios de la bacteriologia en los
laboratorios de la comunidad.

Dra. Mdnica Machain

17:00 a 19:00 hs.

A. MICROBIOLOGIA

Mesa Redonda

Marcadores bioldgicos en el contexto
de la nueva definicién

*Nueva definicion de sepsis. ¢Que ha
cambiado? Aportacién del laboratorio
al manejo del paciente con sepsis

Dr. Luis Garcia de Guadiana
eDiagnostico microbioldgico de la
sepsis. Del cultivo convencional a la
protedmica y gendmica

Dra. Angela Famiglietti
eBiomarcadores de infeccion
emergentes. {Tienen cabida en la
prdctica asistencial?. Dr. Luis Garcia de

Guadiana.

B. ETICA
Taller: Etica en investigacion y en el

laboratorio clinico

Etica en la investigacion

Dr. Oscar Bottasso

Creacién del Comité de Etica de CUBRA
Dra. Nilda Fink y Dra. Regina Wikinski
El consentimiento informado

Dra. Silvia Benozzi

C. CALIDAD

Taller: Calidad segura en el Laboratorio
Integrantes de Comisién de Calidad de
CUBRA -C3

Dr. Carlos Peruzzetto

Dra. Cecilia Ghisolfi. Dra. Patricia
Rabus

Dra. Alicia Rinaldi.

D. QUIMICA CLINICA

Mesa Redonda Desafios de la
bioquimica en la era hiper tecnoldgica
eLa técnica y las formas de una
disciplina. Aportes de la filosofia para
repensar la Bioquimica.

Lic. lanina Moretti-Basso

eBioquimica clinica y tecnologia: éun
futuro de oportunidades o amenazas?
Dra. Graciela Panzetta

eExperiencia en la gestion de calidad
de analisis deslocalizados en un
hospital de alta complejidad

Dr. Raul de Miguel.

19:00 a 19:30 hs - INTERVALO
19:30 a 20:30 - CONFERENCIA

CONFERENCIA DE CLAUSURA:
Pesquisa neonatal: pasado presente y
futuro. Dr. Gustavo Borrajo

Coordina: Dra. Nilda Fink.

21:30 hs - CENA SHOW

08:00 a 11: 00 hs

A. CURSO: ASPECTOS FISIOPATOLOGI-
COS DE ENDOCRINOLOGIA.

Dr. Hugo Scaglia. Dr. Eduardo
Chaler.Coordina: Dra. Norma Balsamo.

B. CURSO: ENFERMEDAD CELIACA Y
PATOLOGIAS ASOCIADAS.
Diagnostico Inmunologco.

Dra. Maria Ester Lasta y

Dra. Liliana Roquel

Coordina: Dra. Maria Ester Lasta.

C. CURSO: MICROBIOLOGIA DEL
PACIENTE AGUDO: nuevas tecnologias.
Dra. Graciela Grecco y

Dra Mariangeles Visus

Coordina: Dra. Graciela Grecco

D. CURSO: ETAPA PRE-ANALITICA:
conceptos claros para una mejora
continua.

Docentes: Silvia Benozzi, Gisela Unger,
Graciela Pennacchiotti

Coordina: Graciela Pennacchiotti.
11:00 a 11:30 hs - INTERVALO
11:30 a2 13:00 hs.

A. MICROBIOLOGIA. Taller
Sumando esfuerzos para llegar al

diagndstico microbioldgico.

B. EDUCACION
Taller :Las especialidades bioquimicas

D. GESTION DE CALIDAD
Mesa Redonda: El valor agregado de la
practica de la Calidad




Formacion de Posgrado

ciencias y la formacién profesional.

| I Oferta_AcaderTnca C_On Mddulo 2: Elaboracién de proyectos
modalidad a distancia

1 educativos con responsabilidad social. Fecha de inicio: consultar (cada mddulo
Organiza: UNR (Universidad Nacional prevé una dedicacidn de 120 horas
Rosario) distribuidas en 3 meses)
) Tel-Fax: 54-11-4394-4337 Organiza: COFyBCF (Colegio Oficial de
Médulo 1: Educar para un desarrollo ) ] ) o . i
E-mail:presidencia@fupau.org.ar; Farmacéuticos y Bioquimicos de Capital
humano sustentable.
cursos@fbyoyf.unr.edu.ar Federal)

Desafios actuales en la ensefianza de las

W
PARAMEDICAL
PKL PPC 11 OOH 5- Part Dif con Reticulocitos

27 Pardmetros: |y\\, oNs#, NEU# EOS#,BAS#RBC, HGB, HCTMCV, MCH, MES-A-

MCHC,RDW_CV,RDW_SD,PLT,MPV,PDW,PCT,P_LCR, RETIC%, . . y ”
RETIC_ABS, IRF Una empresa que habla sy mismo idioma

2 Histogramas para RBC y PLT REPRESENTANTE EXCLUSIVO s
2 scategramas: 1) 5 diferencial 2) Eosinofilos y Neutrofilos
Scategramas 3-D 4
— 5-Diff WBC: Citometria de Flujo (FCM)+ luz de dispersion de 4 angulos
Principios WBC : mediciones 6pticas y de impedancia volumétrica
de operacion: RBC/PLT: Método de impedancia volumétrica 1
HGB: colorimetria libre de cianuro - |
RET: Citometria de Flujo (FCM)+dispersion de luz laser .
+ Método quimico de tefiido

Modos de muestra: Auto carga 160 L, modo manual 160 pL, modo prediluido 40 uL
Diametro de apertura: WBC 100 um RBC/PLT 80 pm
Produccion: Auto carga hasta 110 m/h - Modo manual hasta 100 m/h
Dispositivo de muestreo: Rack con capacidad de 120 muestras,
Almacenamiento de informacién:Hasta 200,000 resultados

Alarmas: Mensajes de error
Pantalla: Pantalla de PC con sistema Linux,
Pantalla color TFT de 14 pulgadas1
Medida:760x684mx676,5 mm

Analizador Hematoldgico,

ESPECIFICACIONES:

Fabricacion y Representacion Exclusiva de Equipamientos para Bioquimica, Medicina, Fisica Nuclear,. Cirugia guiada por imagen, Investigacion e Industria.
Av. Triunvirato 4135 5° p. -.C1431FBD - Buenos Aires,- Argentina - Tel: (5411) 4523-4848 (Rot.)- Fax: (5411) 4523-2291 - Tel.: 0810-266-2233
www.aadee.com-info@aadee.com.ar
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E-mail: bioguimicos@cofybcf.org.ar

educacioncontinua@cofybcf.org.ar

Web: www.cofybcf.org.ar

Actualizacion en Hemostasia y
Coagulacién

Inscripcién permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

E-mail:

formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar

Web. www.fbcb.unl..edu.ar

Liquidos de puncién: Laboratorio
Bioquimico-clinico

Inscripcion: Permanente

Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

Lugar: Santa Fe, Argentina

Tel: 54-342-4575216 int. 122

E-mail:

formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar

Web. www.fbcb.unl..edu.ar

Monitoreo Terapéutico de drogas
Inscripcién: Inscripcién permanente
Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

Lugar: Santa Fe, Argentina

E-mail:

formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar

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

Liquidos de Puncién: Laboratorio
Bioquimico Clinico

Inicio: Consultar

Organiza: ABA (Asociacion Bioquimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

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

Diagnéstico de las Hemoglobinopatias.
Casos Clinicos

Fecha: Consultar

Organiza: ABA (Asociacidn Bioquimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

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

Bioandlisis | Set - Oct 17

Bioquimica Clinica de los Liquidos y
Electrolitos

Fecha: Inscripcion Permanente
Organiza: UNL (Universidad Nacional del
Litoral)

E-mail:

formacioncontinua@fbcb.unl.edu.ar

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

Curso sobre Micologia Médica
Inscripciones Abiertas
Organiza Fundacién Quimica Argentina

E-mail: Info@fundacionquimica.org.ar

Errores Congénitos del metabolismo:
Rol del Laboratorio de urgencias y
especializado

Fecha: Consultar

Organiza: ABA (Asociacion Bioquimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

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

Anticoagulacion: Estudio y Control de los
Tradicionales

Fecha de inicio: Consultar

Organiza: ABA (Asociacion Bioquimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

E-mail: cursos@aba-o.nline.org.ar

Citometria de Flujo

Fecha: consultar

Organiza: ABA (Asociacion Bioquimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

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

Errores Congénitos del metabolismo: Rol
del Laboratorio de urgencias y
especializado

Inicio: Consultar

Organiza: ABA (Asociacion Bioquimica
Argentina)

Tel: 54-11-4381-2907

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

Web: www.aba-online.org.ar/actividades/

cursos/_a_distacia

Anticoagulacion. Estudio y control de los
tradicionales y anticoagulantes

Fecha : 4 de Setiembre de 2017

Organiza: FBA (Fundacién Bioquimica

Argentina)*PROECO*
Web: www.campus.fba.org.ar

Actualizacion en el Virus de la Hepatitis C
Fecha : 4 de Setiembre de 2017

Organiza: FBA (Fundacién Bioquimica
Argentina)*PROECO*

Web: www.campus.fba.org.ar

Protozoarios Intestinales

Fecha 4 de Septiembre de 2017
Organiza: FBA (Fundacién Bioquimica
Argentina)*PROECO*

Web: www.campus.fba.org.ar

Métodos para el estudio conformacional
de Proteinas y sus interacciones

Fecha. 4 al 18 de Setiembre de 2017
Lugar: CABA, Argentina

Organiza UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

12 Congreso Interdisciplinario “Resistencia
a los Antimicrobianos”

Fecha: 7 al 9 de Setiembre de 2017

Lugar: CABA,Argentina

Organiza: COFyBCF (Colegio Oficial de
Farmacéuticos y Bioquimicos de Capital
Federal)

E-mail: bioquimicos@cofybcf.org.ar

educacioncontinua@cofybcf.org.ar

Web: www.cofybcf.org.ar

Aporte Actual del Laboratorio
Endocrinoldgico al Estudio de la Patologia
Adrenal

Fecha: 7 de Setiembre al 19 de Octubre de
2017

Caba,Argentina

Organiza: UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

Bioquimica Clinica

Fecha: 11 de Setiembre de 2017
Organiza: FBA (Fundacion Bioquimica
Argentina )

*PROECO*

Web: www.campus.fba.org.ar

Aplicaciones Clinicas Actuales de las
Determinaciones. Enzimaticas Clasicas
Fecha: 8 Y 9 de Setiembre de 2017
Lugar: Mar del Plata, Bs. As., Argentina
Organiza : Univ. De Buenos Aires y
Fundacién Biog. Argentina
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E-mail: cursos@centrobio9.com.ar
Web: www.centrobio9.com.ar/cursos

Bioquimica Clinica

Fechas: 11 de Setiembre de 2017
Organiza: FBA (Fundacion Bioquimica
Argentina)*PROECO*

Web: www.campus.fba.org.ar

Proyecto de Innovacion Didactica de la
Ensefanza de las Ciencias 22 Edicion
Fecha: 20 de Setiembre al 9 de Noviembre
de 2017

Organiza: UBA(Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

Hemostasia Primaria

Fecha : 1 de Octubre de 2017
Organiza: FBA (Fundacién Bioquimica
Argentina)*PROECO*

Web: www.campus.fba.org.ar

Oferta Académica
Presencial, Nacional

o

Aplicaciones Clinicas actuales de las
Determinaciones

Enzimaticas Clasicas

Fecha: 8 y 9 de Setiembre de 2017
Lugar: Mar del Plata ,Buenos Aires
,Argentina

Organiza: UBA Y FBA (PROECO)
E-mail: cursos@centrobio9.com.ar
Web: www.centrobio9.com.ar/cursos

Actualizacién Bioquimica 2017- Virosis
Fecha: 9 de Setiembre de 2017

Organiza: BioRed-ABC-Febico

Lugar: ABC(Asociacion de Bioquimicos de
Coérdoba)

Inscripciones: secretaria@biored-
cba.com.ar
secretaria@bioquimicoscba.org.ar
febico.secretaria@gmail.com

REDBIO 2017 XI Simposio Nacional de
Biotecnologia

Fecha: 11 al 13 de Setiembre de 2017
Lugar: Bahia Blanca, Argentina

E-mail: redbioargentina@gmail.com
Web:
www.redbioargentina.org.ar/simposio-
2017-en-bahia-blanca
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XX Congreso Argentino de Toxicologia
2017

Fecha: 20 al 22 de Setiembre de 2017
Lugar: Santa Fe de la Vera Cruz,Argentina
Web: www.toxicologia.org.ar/evento/xx-
congreso-argentino-toxicologia/

Desarrollo de Fitocosméticos Sustentables
Fecha: 25 al 29 de Setiembre de 2017
Lugar: CABA, Argentina

Organiza: UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: porgrado@ffyb.uba.ar

Fitocosmética Sustentable. Primer
Simposio Internacional

Fecha : 28 y 29 de Setiembre de 2017
Lugar: CABA,Argentina

Organiza : UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: porgrado@ffyb.uba.ar

Actualizacion en Metodologia de
Radioisétopos para

Graduados del Area de la Biomedicina
Fecha: 18 de Setiembre al 30 de Octubre de
2017

Lugar: CABA, Argentina

Organiza: UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: porgrado@ffyb.uba.ar

XX Congreso de Toxicologia

Fecha: 20 al 22 de Setiembre de 2017
Lugar: Santa Fe, Argentina

E-mail : info@toxicologia.org.ar

X1l Congreso Argentino de Virologia 2017
Fecha: 26 al 28 de Setiembre de 2017
Lugar: CABA, Argentina

Organiza: Sociedad Argentina de Virologia
E-mail: comercialcav2017 @gmail.com

ExpoMedical 2017

27 al 29 de Setiembre de 2017
Lugar: CABA, Argentina

Web: www.expomedical.com.ar

XLVI Congreso Argentino de Genética 2017
Fecha: 1 al 4 de Octubre de 2017

Lugar: Catamarca, Argentina

Web: www.sag.org.ar/sitio/congreso2017/

Inmunoensayos de Alta Complejidad para
la Deteccidn y Caracterizacion de
Anticuerpos,aplicaciones en biotecnologia
en enfermedades autoinmunes e
infecciosas

Fecha: 2 al 10 de Octubre de 2017

Lugar: CABA, Argentina

Organiza: UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: porgrado@ffyb.uba.ar

Curso de Capacitacion para Usuarios de
Animales de Laboratorio

Fecha: 10 a 12 de Octubre de 2017
Lugar: CABA, Argentina

Organiza: UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: porgrado@ffyb.uba.ar

Correlacion entre Citologia Urinaria en
fresca y coloreada:

Su importancia en el diagndstico de
Patologias Benignas

y Malignas del Tracto Urinario Inferior
Fecha: 12 al 26 de Octubre de 2017
Buenos Aires, Argentina

E-mail: porgrado@ffyb.uba.ar

Curso de Actualizacion sobre técnicas
moleculares de

Identificacion Humana mediante Analisis
de ADN

Fecha: 16 al 20 de Octubre de 2017
Lugar: CABA, Buenos Aires

Organiza UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: porgrado@ffyb.uba.ar

Actualizacion Bioquimica 2017-

Quimica Clinica-Medio Interno

Fecha: 14 de Octubre de 2017

Organiza: BioRed-ABC-Febico

Lugar : ABC(Asociacion de Bioquimicos de
Cordoba)

Inscripciones: secretaria@biored-
cba.com.ar
secretaria@bioquimicoscba.org.ar
febico.secretaria@gmail.com

IV Congreso de Microfluidica Argentina
2017

Fecha: 30y 31 de Octubre de 2017
Lugar: Parana, Argentina

Web: www.fbioyf.unr.edu.ar

Herramientas Tedricas y Experimentales
para el estudio de la Interaccion entre
Biomoléculas

Fecha: 30 de Octubre al 10 de Noviembre
de 2017

Lugar: CABA, Argentina

Organiza: UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: porgrado@ffyb.uba.ar




Congreso SAEM (Sociedad Argentina de
Endocrinologia y Metabolismo)

Fecha: 1 al 3 de Noviembre de 2017
Lugar: CABA,Argentina

Web: www.saem.org.ar

CUBRA XIV

Fecha: 1 al 4 de Noviembre de 2017
Lugar: Bariloche, Rio Negro, Argentina
Organiza: Colegio de Bioquimicos de Rio
Negro

E-mail: colbiorn@speedy.com.ar

Web: www.colbiorn.com.ar

Reunién Conjunta de Sociedades de
Biociencias

Fecha: 13 al 17 de Noviembre de 2017
Lugar: Palais Rouge. Buenos Aires.
Argentina

Web: www.reunionbiociencias2017.com.ar

Curso Teorico-Practico sobre Analisis
Filogenético de Genomas Virales
Fecha: 21 al 25 de Noviembre de 2017
Lugar: CABA,Argentina

Organiza: UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: porgrado@ffyb.uba.ar

Curso Teorico Practico sobre Analisis
Filogenético de Genomas Virales

Fecha: 27 de Noviembre al 1 de Diciembre
de 2017

Lugar: CABA,Argentina

Organiza: UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: porgrado@ffyb.uba.ar

Cultivos Celulares Primarios del Sistema
Nervioso para el estudio celular en las
neurociencias

Fecha: 27 de Noviembre al 1 de Diciembre
de 2017

Lugar: CABA,Argentina

Organiza: UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: porgrado@ffyb.uba.ar

Mutagénesis y Caracterizacion Funcional
de Proteinas expresadas en Células
Eucariotas

Fecha: 4 al 15 de Diciembre de 2017
Lugar: CABA,Argentina

Organiza UBA (Universidad de Buenos
Aires)

E-mail: posgrado@ffyb.uba.ar

Estudio y Disefio de Sistemas Bioldgicos a
través de la Regulacion y Control del
Metabolismo.

Una aproximacién cuantitativa

Fecha: 11 al 16 de Diciembre de 2017
Fecha: CABA, Argentina

| I Oferta Académica

ﬁ Presencial, Internacional

11 Congreso Internacional de Hemostasia y
Trombosis

Fecha: 6 al 9 de Setiembre de 2017

Lugar: Tabasco, México

Web:
www.cicmundiales.net/2/congresos.asp?co

id=44

512 Congresso Brasileiro de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial

Fecha: 26 al 29 de Setiembre de 2017
Lugar: Sao Paulo, Brasil

Web: www.sbpc.org.br

11l Congresso Basileiro de Informatica
Laboratorial

Fecha: 26 al 29 de Setiembre de 2017
Lugar: Sao Paulo, Brasil

Web: www.sbpc.org.br

X1X Congreso Chileno de Quimica Clinica
Fecha: 4 al 6 de Octubre de 2017

Lugar: Santinago, Chile

Organiza: Sociedad Chilena de Quimica
Clinica

Il Congreso Mundial de Hematologia
Fecha: 9 al 11 de Octubre de 2017
Lugar: Chicago, Estados Unidos
E-mail:
inmunology@scientificfederacidon.com

XVII Congreso Internacional del Colegio
Nacional de Bacteriologia

Fecha: 13 al 16 de Octubre de 2017
Lugar: Cali,Colombia

E-mail: colbav@cnbcolombia.org

Web: www.cnbcolombia.org/congreso-
internacional

Il Congreso Latinoamericano de Filosofia
Cientifica

Fecha: 18 al 21 de Octubre de 2017

Lugar: Facultad de Ciencias. Santiago, Chile
Web: www.colfic2017.cl

1l Congreso Latinoamericano de
Farmacogendémica y Medicina
Personalizada

Fecha: 25 al 28 de Octubre de 2017
Lugar: Durango, México.

E-mail: solfagem.diramerica@gmail.com
Web: www.solfagem.org

1l Congreso de Toxicologia

Fecha. 8 al 10 de Noviembre de 2017
Lugar: Coquimbo, Chile

Web: http://sotox.cl/

VIlI Conferencia Internacional DE Defectos
Congénitos y Discapacidades en el mundo
en desarrollo

Fecha: 8 al 11 de Noviembre de 2017
Lugar: Bogotd, Colombia

Organiza : Pontificia Universidad Javeriana
Colombia

Web: www.javeriana.edu.co

X1 Congreso Nacional del Laboratorio
Clinico

Fecha: 15 al 17 de Noviembre de 2017
Lugar: Malaga, Espaia

Organiza: AEBM, AEFA y SEQC.

Web: www.labclin2017.es
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Empresas Auspiciantes

AADEE S.A.

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

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

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

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Av. Libertador 110 P.2 (1638)

Vicente Lopez, Buenos Aires

Tel: (54 11) 4718 7900 - 0800 444 55 BD
(23)

crc_argentina@bd.com

www.bd.com

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

Bahia Blanca: Peru 150 - CP: 8000

Tel. (54 291) 455-1794

Fax. 54-291-451-4416

Buenos Aires: Cbtes. Malvinas 3087 CP:
1427

Tel. (54 11) 4523-9901

Fax. (54 11) 4522-4322

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

Fax. (54 261) 425-9966
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Neuquén: Castelli 455 - CP: 8300
Tel. (54 299) 442-9888

Fax. (54 299) 447-3556

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

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

Fax. (54 2965) 43-4277

BIOARS S.A.

Estomba 961 (1427)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel./Fax (54 11) 4771-7676/ 3783
pl@bioars.com.ar
www.bioars.com.ar

Biocientifica S.A.

Iturri 232 ( 1427)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel: (54-11) 4857-5005

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

Biodiagnostico S.A.

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

Britania S.A.

Los Patos 2175

Ciudad Auténoma de Buenos Aires
Tel/Fax: (54 11) 4306-0041

FAX: 0800-333-HEMO(4366)
ventas@britanialab.com
www.britanialab.com

Diagnos Med S.R.L.

Conesa 859 (1426)

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

ETC Internacional S.A.

Allende 3274 (1417)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Tel: (54 11) 4639 3488 (lineas rotativas)
Fax: (54 11) 4639 6771
etcventa@etcint.com.ar
www.etcint.com.ar

Gematec S.R.L.

Avalos 3651 (1605)

Munro - Buenos Aires

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

Genetrics S.A. - NextLAB

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

Tel. (54 11) 5263 0275 rotativo

E-mail: info@nextlab.com.ar

web: www.nextlab.com.ar

JS Medicina Electrénica SRL

Bolivia 460 (1603)

Villa Martelli, Buenos Aires

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

info@jsweb.com.ar

www.jsweb.com.ar



IACA LABORATORIOS

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

Tel: (54 291) 459 9999

Fax: (54 291) 459 9996 / 8

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

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

Instrumental Bioquimico S.A.
Venezuela 3755 (1603)

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

Laboratorio de Medicina

Olaya 1644 (1414)

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

Laboratorios Bacon
Uruguay 136 (1603)
Villa Martelli, Buenos Aires

Tel: (54 11) 4709 0171
Fax: (54 11) 4709 2636
bacon@bacon.com.ar
www.bacon.com.ar

MANLAB

Marcelo T. de Alvear 2263 (1122)

Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Tel: (54 11) 4825 0066 / 3008 - 4826 4004 /
1087

derivaciones@manlab.com.ar
www.manlab.com.ar

Meganalizar

Cede Laboratorio:

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

Belgrano 925 (5500) Mendoza

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

Montebio S.R.L.

Vera 575, Ciudad Autonoma de Buenos
Aires

Tel/fax: (54 11) 4858 0636
info@montebio.com.ar
www.montebio.com.ar

ONYVA SRL

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

Siemens Healthineers

Julian Segundo Agiiero N° 2830 (1605)
Munro, Buenos Aires

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

Stamboulian Laboratorio

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

Tecnolab s.a.

Estomba 964 (1427)

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

Proveedores generales por especialidades

bioquimicas
Autoinmunidad

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Bacteriologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

Biodiagnostico S.A.
Britania S.A.

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

Tecnolab s.a.

Biologia Celular

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

BIOARS S.A.
Biocientifica S.A.

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

Biologia Molecular

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

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

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

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

Siemens Healtcare
Tecnolab s.a.

Bromatologia

Becton Dickinson Argentina S.R.L.

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

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

Bernardo Lew e hijos S.R.L.

Biodiagnostico S.A.

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Cultivo Celular

ETC Internacional S.A.
Endocrinologia

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

ONYVA SRL

Siemens Healtcare
Genética

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

Tecnolab s.a.

Hematologia

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

ETC Internacional S.A.

Gematec S.R.L.

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

ONYVA SRL

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.
Histocompatibilidad

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Inmunologia

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

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Marcadores Neoplasicos

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

Biocientifica S.A.

Biodiagnostico S.A.

Diagnos Med S.R.L.

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Micologia

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

Parasitologia

Bernardo Lew e hijos S.R.L.




Rubros

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.

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.
Biocientifica S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Virologia

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

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

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

ONYVA SRL

Siemens Healtcare

Tecnolab s.a.

Equipamiento e Insumos para Laboratorios
Acreditacion de Laboratorios

Biodiagnostico S.A.

Agitadores

BIOARS S.A.

ETC Internacional S.A.
Instrumental Bioquimico S.A.
Aparatos de Calibracion
Britania S.A.

Aparatos de Medicion
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
BIOARS S.A.

Britania S.A.

Laboratorios Bacon

Autoanalizadores

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

Biocientifica S.A.
Biodiagnostico S.A.

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare
Balanzas

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

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

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Cromatografos

Tecnolab s.a.
Coagulémetro

AADEE S.A.

BIOARS S.A.

Montebio S.R.L.

ONYVA SRL

Cultivos Celulares

Becton Dickinson Argentina S.R.L.
Espectrofotometros

BIOARS S.A.

Biodiagnostico S.A.

Montebio S.R.L.

Tecnolab s.a.

Gases en sangre y electrolitos
AADEE S.A.

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

JS Medicina Electrénica SRL
Montebio S.R.L.

Siemens Healtcare

Insumos para Laboratorios
AADEE S.A.

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

Biodiagnostico S.A.

Britania S.A.

Diagnos Med S.R.L.

ETC Internacional S.A.

Gematec S.R.L.

Montebio S.R.L.

Laboratorio de Analisis Clinico
CISMA Laboratorio S.A.
Laboratorio receptor de derivaciones
CISMA Laboratorio S.A.

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma 1SO 15.189)

MANLAB

Stamboulian Laboratorio

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

Meganalizar



Rubros

Laboratorio receptor de derivaciones en
Biologia Molecular

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma I1SO 15.189)

MANLAB
(Acreditado en Biologia Molecular en
Fundacidon Bioquimica Argentina)

Stamboulian Laboratorio

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

Laboratorio receptor de derivaciones en
Inmunologia

MANLAB
Meganalizar

Stamboulian Laboratorio

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

Laboratorio receptor de derivaciones en
Inmunoserologia

IACA LABORATORIOS

Laboratorio de Medicina
(acreditado bajo Norma I1SO 15.189)

MANLAB
Meganalizar

Stamboulian Laboratorio

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

Laboratorio receptor de derivaciones en
Histocompatibilidad e Inmunogenética

MANLAB

(Laboratorio habilitado seglin Resolucidon N2
252-253/12 del INCUCAI, para la Tipificacion
de Receptores y Donantes para Trasplantes de

Organos)

Stamboulian Laboratorio

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

Laboratorio receptor de derivaciones en
Medicina Genémica

MANLAB
(Acreditado en Biologia Molecular en
Fundacion Bioquimica Argentina)

Stamboulian Laboratorio

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

Luminiscencia

Bernardo Lew e hijos S.R.L.
Biodiagnostico S.A.
Diagnos Med S.R.L.
Siemens Healtcare
Material Descartable
Becton Dickinson Argentina S.R.L
Bernardo Lew e hijos S.R.L.
ETC Internacional S.A.
Montebio S.R.L.

Material de Vidrio
Montebio S.R.L.

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

ETC Internacional S.A.
Tecnolab s.a.

MEIA

Abbott Laboratories Argentina S.A.
Micropipetas

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

Tecnolab s.a.

Genodmica - Microarrays
Biocientifica S.A.

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

Siemens Healtcare
Tecnolab s.a.

Reactivos

AADEE S.A.

Abbott Laboratories Argentina S.A.

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

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

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

Siemens Healtcare
Tecnolab s.a.

RIA - IRMA

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

Servicio Técnico

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

Tecnolab s.a.

Software

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

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

Test Rapidos

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

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

Siemens Healtcare
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